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RÉSUMÉ : 
Les objectifs de ce travail étaient : (i) la substitution, dans un procédé d’élaboration de 
tequila, du traitement chimique du jus de cuisson de l’agave – appliqué pour hydrolyser les 
fructanes non dégradés lors de la cuisson et rendre tous les sucres disponibles - par un 
traitement enzymatique, (ii) sa validation au niveau industriel, (iii) l’évaluation de l’utilisation 
d’enzymes de dégradation de la paroi végétale pour faciliter l’étape de pressage de l’agave. 
Les bilans sur les sucres de la distillerie étudiée ont d’abord été validés. Puis, 
l’hydrolyse des fructanes au cours de la cuisson de l’agave a été caractérisée. Un 
échantillonnage du jus de cuisson prêt à être soumis au traitement hydrolytique supplémentaire 
a ensuite été réalisé, et le jus le moins hydrolysé a été sélectionné pour l’optimisation. Un lot de 
fructanes d’agave a alors été préparé, et sa caractérisation a confirmé la nature complexe des 
fructanes d’agave. L’action de trois préparations de fructanases sur ce substrat a été étudiée. Les 
résultats ont montré que la préparation d’endo et exo-inulinases sélectionnée était capable 
d’hydrolyser totalement les fructanes d’agave. La cinétique d’action de cette préparation sur ce 
substrat a alors été étudiée, et les résultats ont permis d’optimiser le traitement du jus de 
cuisson. L’utilisation de cette préparation au cours de deux essais industriels a permis de valider 
les conditions optimisées au laboratoire, tant d’un point de vue pratique et économique que sur 
les qualités du produit fini. Enfin, 12 préparations d’enzymes de dégradation de la paroi 
végétale ont été testées sur agave cuit. Les résultats ont montré une augmentation significative 
de la quantité de sucres récupérés dans le jus de presse. 
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 ABSTRACT: 
The objectives of this work were: (i) the substitution, in a tequila elaboration process, of 
the chemical treatment of agave cooking juice – applied to hydrolyze fructans non-degraded by 
cooking and liberate all sugars – for an enzymatic treatment, (ii) the validation of this treatment 
at an industrial level, (iii) the evaluation of the use of degrading plant cell wall enzymes to 
facilitate the agave milling step.  
The sugar balance of the studied distillery was first validated. Fructan hydrolysis during 
agave cooking was then characterized. A sampling of cooking juice ready to be submitted to the 
supplementary hydrolytic treatment was then carried out, and the least hydrolyzed juice was 
selected for optimization. A pool of agave fructans was then prepared, and its characterization 
confirmed the complex nature of agave fructans. The action of three fructanase preparations on 
this substrate was studied. The results showed that the selected preparation of endo and exo-
inulinases was able to completely hydrolyze agave fructans. The action kinetic of the 
preparation on this substrate was then studied, and the results allowed optimizing the cooking 
juice treatment. The use of this preparation during two industrial trials allowed the validation of 
the optimized conditions, from a practical and economical point of view as well as with respect 
to the organoleptic qualities of the final product. Finally, 12 preparations of plant cell wall 
degrading enzymes were tested on cooked agave. The results showed a significant increase of 
the quantity of sugars recovered in the milling juice.  
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La tequila est actuellement la boisson dont les ventes augmentent le plus vite sur 
le marché mondial des spiritueux. Cette expansion récente a conduit à l’intensification 
des efforts pour améliorer et mieux contrôler les différentes étapes de son élaboration. 
L’amélioration des connaissances et des techniques a ainsi fait passer la tequila, encore 
fabriquée de façon rudimentaire il y a peu, au rang des boissons alcooliques les plus 
élaborées.  
  
Symbole fort de la culture mexicaine, la tequila est obtenue par la distillation du 
jus fermenté de l’agave bleu (Agave tequilana Weber var. azul). Le coeur de cette 
plante, appelé piña, est riche en fructanes, polymères composés principalement de 
fructose. Dans le procédé traditionnel, les piñas sont cuites à la vapeur dans des fours 
en brique pour hydrolyser les fructanes et générer des sucres fermentescibles, fructose 
principalement. Pendant cette étape, un jus sucré, appelé miel de cuisson, s’écoule des 
fours et est recueilli. Ce jus contient encore des fructanes non dégradés, et certaines 
distilleries réalisent une hydrolyse acide supplémentaire afin de rendre tous les sucres 
disponibles. Ce traitement, cependant, a pour inconvénients majeurs de générer des 
produits de dégradation des sucres, furfurals principalement, connus pour faire baisser 
les rendements de fermentation par inhibition des levures, et de se traduire par une 
augmentation significative de la teneur en sels (également potentiellement inhibiteurs 
de la fermentation) provenant de la neutralisation de l’acide. De plus, l’utilisation 
d’acide représente un risque important pour le manipulateur, et n’a pas une bonne 
image auprès du grand public dans un procédé alimentaire. Ces inconvénients motivent 
l’intérêt de recourir à une alternative « propre » pour remplacer l’hydrolyse acide du 
miel de cuisson, comme l’utilisation d’enzymes. 
 
Après cuisson, les piñas sont pressées dans des broyeurs à rouleaux, afin 
d’extraire un second jus, qui contient les glucides libérés au cours de la cuisson, et sera 
mélangé au miel de cuisson hydrolysé pour fermentation. Les piñas  présentant une 
matrice ligno-cellulosique très fibreuse, 4 à 5 étages successifs de broyage avec 
aspersion d’eau sont nécessaires, et l’extraction n’est jamais complète. Là encore, il est 
envisageable d’hydrolyser par voie enzymatique les composantes cellulosiques et 
hémicellulosiques des piñas, ainsi que les pectines, dans le but de faciliter l’extraction 
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du jus. 
 
Dans ce contexte, l’objectif de ce travail était l’amélioration du procédé 
d’élaboration de la tequila par l’utilisation d’enzymes, et en particulier :  
 
• d’évaluer la faisabilité du remplacement de l’hydrolyse acide du miel de 
cuisson par un traitement enzymatique 
 
• d’optimiser les conditions d’un tel remplacement 
 
• de valider ces conditions d’hydrolyse au stade industriel d’élaboration de la 
tequila (faisabilité industrielle, déroulement des fermentations, qualités 
analytiques et organoleptiques du produit fini, considérations économiques) 
 
• d’évaluer la possibilité d’utilisation d’enzymes de dégradation de la paroi 
végétale (cellulases, hémicellulases et pectinases) pour faciliter l’étape de 
pressage des piñas cuites.  
 
 Ce document est présenté sous forme de 7 chapitres. 
  
 Le premier est consacré à une revue bibliographique présentant la tequila et les 
différentes étapes de son procédé d’élaboration, ainsi que les connaissances existantes à 
propos des fructanes et les enzymes qui les dégradent (fructanases). Une présentation 
très succincte des enzymes de dégradation de la paroi végétale est également donnée à 
la fin de ce premier chapitre.  
 
 Le second chapitre est un support expérimental qui décrit l’ensemble des 
matériels et méthodes utilisés au cours de ce travail. 
 
 Les résultats expérimentaux obtenus sont présentés dans les cinq chapitres 
restants : 
  
 Le troisième chapitre présente ainsi les résultats obtenus sur la validation des 
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techniques analytiques utilisées dans le secteur de la tequila pour le dosage des sucres, 
et les bilans sur les sucres de la distillerie de tequila associée à ce travail. 
 
 Le quatrième chapitre est consacré à la caractérisation précise des profils de 
cuisson en fours traditionnels de cette distillerie, et plus précisément celle de 
l’hydrolyse des fructanes qui a lieu au cours de cette étape. 
  
 Les résultats de l’étude de l’effet de différentes préparations enzymatiques 
commerciales sur fructanes d’agave bleu, ainsi que ceux de l’optimisation au niveau 
laboratoire des conditions d’hydrolyse enzymatique du miel de cuisson constituent le 
cinquième chapitre. 
 
 Dans le sixième chapitre, l’ensemble des résultats obtenus lors de deux essais 
industriels d’hydrolyse enzymatique du miel de cuisson sont présentés. La faisabilité 
pratique de cette hydrolyse en conditions industrielles, ainsi que son influence à tous les 
niveaux du procédé (composition du miel, déroulement des fermentations, qualités 
analytiques et organoleptiques du produit fini) par rapport au procédé actuel sont 
décrites.  
  
 Enfin, le dernier chapitre aborde l’évaluation préliminaire de préparations 
enzymatiques commerciales susceptibles de faciliter l’étape de pressage de l’agave cuit. 
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I. Tequila et autres boissons dérivées d’agaves 
I.1. Généralités  
 
Au Mexique, une trentaine de boissons dérivées de plantes du genre Agave sont 
produites. La plus connue est sans conteste la tequila qui, en plus d’une boisson 
nationale, est considérée comme un symbole de la culture mexicaine. Cette boisson 
alcoolique est obtenue par la distillation du jus fermenté de l’agave bleu (Agave 
tequilana Weber var. azul), et doit strictement suivre la norme mexicaine NOM-006-
SCFI-2005 (Secretaría de Economía 2005a) à toutes les étapes de son élaboration.  
 
La norme définit deux catégories de tequila, basées sur la proportion de sucres 
d’agave bleu utilisée pour son élaboration. Ainsi, la tequila 100% est produite en 
utilisant seulement des sucres issus de cette plante, alors que la tequila mixte ou tequila 
est élaborée en rajoutant jusqu’à 49% en poids de sucres d’une autre source 
(généralement canne à sucre ou maïs) au moment de la fermentation.   
 
Dans chacune des deux catégories, il existe cinq types de tequila : la tequila 
blanco (tequila blanche), qui n’est pas vieillie, la tequila oro (tequila or), qui est une 
tequila blanco colorée et aromatisée par ajout de caramel ou d’autres additifs, la tequila 
reposado (tequila reposée), qui est vieillie au moins deux mois dans des tonneaux 
de chêne, la tequila  añejo  (tequila âgée) et la tequila extra-añejo (extra-âgée), qui sont 
vieillies respectivement au moins 12 mois et au moins trois ans en tonneaux de chêne 
d’une capacité maximale de 600 litres. 
 
Il est important de noter que la tequila est soumise à une appellation d’origine 
contrôlée. Il existe ainsi au Mexique des régions bien délimitées où la tequila doit être 
élaborée, et où l’agave bleu doit être cultivé. Dans le cas de la tequila 100%, même 
l’embouteillage doit être réalisé dans cette zone d’appellation d’origine, et, à défaut, la 
tequila produite ne peut porter le label 100%. Une autre particularité importante de la 
tequila est qu’elle est la seule boisson distillée au monde dont la matière première 
majoritaire ne puisse être qu’une seule variété de plante, Agave tequilana Weber var. 
azul en l’occurrence.  
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Actuellement, plus de 250 marques de tequila sont produites dans les 106 
distilleries enregistrées au Consejo Regulador del Tequila (CRT : Conseil Régulateur de 
la Tequila), organisme qui vérifie le respect de la norme officielle à travers des 
inspections de routine sur les sites de production (CRT 2007).  
 
Parmi les autres boissons alcooliques mexicaines dérivées de plantes du genre 
Agave, on trouve tout d’abord le mezcal. Il se différencie de la tequila surtout par 
l’espèce d’agave utilisée dans sa fabrication. Le mezcal est élaboré principalement à 
partir d’Agave angustifolia et Agave potatorum dans l’État de Oaxaca, ou encore à partir 
d’Agave salmania dans l’État de San Luis Potosi. Les procédés de fermentation et de 
distillation utilisés pour sa fabrication sont généralement plus rudimentaires que ceux 
utilisés pour l’élaboration de la tequila. Cette boisson marque souvent les esprits des 
personnes venant visiter le Mexique, notamment par le fait que, la plupart du temps, les 
bouteilles de mezcal contiennent un ver.  
 
Le pulque est une autre boisson obtenue par la fermentation du jus de différentes 
espèces d’agave, A. salmania et A. atrovirens entre autres, par une succession complexe 
de levures et de bactéries qui produisent, en plus de l’éthanol, une diversité de 
composés chimiques, ainsi que des polymères qui donnent une consistance visqueuse au 
produit final (Sánchez-Marroquin et Hope 1953 ; Rzedowski 1978). Le pulque est 
parfois mélangé avec des fruits. Malheureusement, ce produit est peu stable car il n’est 
ni distillé ni pasteurisé, et par conséquent sa consommation reste limitée  aux zones de 
production.  
 
Enfin, nous pouvons citer d’autres boissons régionales distillées dérivées 
d’agaves comme la Bacanora produite dans le Nord du Mexique, la Raicilla dans 
l’Ouest, ou encore le Henequen dans le Sud, mais ces dernières sont produites de 
manière locale et en petites quantités, et seuls la tequila et plus récemment le mezcal ont 
atteint une reconnaissance à travers le monde.  
 
En particulier, la tequila est actuellement la boisson dont les ventes croissent le 
plus vite sur le marché des spiritueux dans le monde (CRT 2007). Les Figures 1.1 et 1.2 
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présentent l’évolution de la production de tequila et des volumes de vente (volumes 
d’exportation et de consommation apparente au Mexique) entre 1995 et 2006.  
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Figure 1.1. Évolution de la production de tequila entre 1995 et 2006. TAV : Titre 
Alcoolique Volumique. (source : Cámara Nacional de la Industría Tequilera 2007).  
 
 
Comme le montrent ces figures, en 2006, les chiffres records de 242,6 millions 
de litres de tequila produits, 140 millions de litres exportés, et une consommation 
nationale apparente au Mexique de 102,6 millions de litres ont été atteints. Entre 1995 
et 1999, la production a augmenté régulièrement d’environ 10 % chaque année. Mais à 
partir de 2000 et jusqu’en 2004, une importante baisse de la production s’est manifestée 
(Figure 1.1). Ce constat s’explique par un manque de matière première principalement 
causé par l’infection des champs par la bactérie Erwinia carotovara et le champignon 
Fusarium oxysporum, qui ont détruit plus de 25% des agaves bleus cultivés au cours de 
l’année 2000. Compte tenu du temps nécessaire à la plante pour parvenir à maturité, les 
effets sur la production de tequila se sont ressentis jusqu’en 2004, où celle-ci a réamorcé 
sa progression. Les niveaux de production totale et de tequila 100% de 1999 n’ont été 
rattrapés qu’en 2005, et il aura fallu attendre 2006 pour voir la production de tequila 
mixte rattraper le niveau qu’elle avait en 1999. Après la crise, c’est la tequila 100% qui 
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a enregistré la meilleure progression, compte tenu de l’excès de matière première. En 
effet, lors de la crise, le manque d’agave a poussé les agriculteurs à replanter en excès. 
L’excédent actuel d’agave mature a fait chuter le prix du kg de manière dramatique (de 
15 à 20 pesos mexicains/kg au plus fort de la crise à moins d’1 peso aujourd’hui, soit 
1,5-2 US$/kg à moins de 0,1 US$/kg), rendant la production de tequila 100% beaucoup 
moins chère qu’auparavant, et même moins chère que la tequila mixte.  
 
Remarque : Compte tenu du faible coût actuel de l’agave, de nombreux 
agriculteurs ont laissé leurs champs à l’abandon. Or, ces champs abandonnés constituent 
des foyers parfaits de développement de parasites divers des agaves. Il y a fort à parier 
que dans les prochaines années les champs seront de nouveau victimes de différents 
agents infectieux, engendrant de nouveau la montée des prix de la plante. Ce processus 
semble déjà déclenché. En effet, le CRT vient tout juste d’annoncer que 40 % des 
champs d’agave bleus cultivés actuellement étaient de nouveau infectés. 
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Figure 1.2. Évolution des volumes d’exportation et de consommation nationale 
apparente de tequila entre 1995 et 2006. TAV : Titre Alcoolique Volumique (source : 
Cámara Nacional de la Industría Tequilera 2007). 
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Les volumes de ventes de tequila (Figure 1.2) suivent à peu près le même 
scénario que la production, avec un creux dû à la crise de l’agave, mais qui a affecté 
plus longuement la consommation nationale apparente au Mexique (définie par la 
différence entre la quantité totale produite et la quantité exportée). Ceci se traduit 
concrètement soit par une diminution des ventes au Mexique due à l’augmentation du 
prix, soit par une diminution des quantités en stock dans les distilleries, ou plus 
probablement une combinaison de ces deux effets.  
 
Bien que le marché européen soit en croissance constante, les États-Unis 
absorbent toujours à eux seuls 75 % du total des exportations de tequila, et constituent, 
avec le Mexique, le duo en tête de la consommation de tequila (Mexique : 40 % des 
volumes de vente, États-Unis : 45 %). Diageo, Beam Global (Fortune Brands), et 
Herradura constituent les groupes possédant les plus grandes parts de marché dans le 
secteur, avec respectivement 25%,  14 %, et 11 % des parts en 2005. Leurs marques 
phares respectives sont José Cuervo (28 % des parts de marché, mais pas totalement 
possédée par Diageo), Sauza (14 %), et El Jimador (9 %). L’entreprise familiale 
Herradura a depuis été rachetée en 2006 par le groupe Brown-Forman. Le groupe 
Pernod Ricard arrivait en 2005 en 12ème position dans le secteur de la tequila avec 1,8 % 
des parts de marché. Sa première marque de tequila, Olmeca, représentait alors 1,3 % 
des parts de marché.  
 
 Selon la Cámara Nacional de la Industría Tequilera (Chambre Nationale de 
l’Industrie de la Tequila), la production totale de tequila de l’année 2005 au sein des 
distilleries de tequila qui lui sont affiliées (environ 70% de l’ensemble des  distilleries 
de tequila recensées au CRT), a nécessité le travail de près de 35 000 
personnes réparties entre l’industrie (11 291 personnes) et les champs (23 200 
personnes) (Cámara Nacional de la Industría Tequilera 2007). 
 
I.2. Histoire et origine de la tequila 
 
Parmi les nombreuses hypothèses sur l’origine du mot tequila, une des plus 
communes prétend que le mot vient de la tribu des ticuilas qui a longtemps habité les 
flancs du volcan du même nom, situé près de la ville de Tequila. Une autre origine 
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possible serait la combinaison des mots tequitl et tlan qui en langue Nahuatl (langue des 
Aztèques, et langue indienne la plus parlée dans le Mexique actuel) signifient 
respectivement « travail » et « lieu » ; tequila signifierait ainsi « le lieu où l’on donne du 
travail ».  
 
Les plus anciennes références liées à l’existence des plantes du genre Agave et à 
ses différents usages se trouvent dans des codex - ensemble de manuscrits - remontant à 
l’ère préhispanique. Le plus important est le codex Tonalmatlnahuatl, dans lequel il est 
décrit que certaines tribus avaient appris à faire cuire l’agave qu’elles utilisaient comme 
nourriture et pour pallier le manque d’eau dans les endroits désertiques. Ce codex décrit 
également que ces tribus avaient découvert que l’agave cuit immergé dans de l’eau 
pouvait fermenter, produisant ainsi une boisson très appréciée appelée Octli par les 
Aztèques (Cedeño 2003 ; Lamas Robles 2004). Le pulque, boisson fermentée 
équivalente à l’Octli, mais élaborée à partir d’agave cru et non pas cuit, était également 
consommé.  
  
D’autres codex font de nombreuses références à l’utilisation d’agaves pour la 
fabrication de savon, ou encore comme plantes médicinales. Leur structure fibreuse a 
également conduit les populations préhispaniques à l’utiliser pour fabriquer de la corde, 
des vêtements, des chaussures, du papier et différents textiles. On s’en servait aussi pour 
la fabrication des toits, de meubles, ou encore simplement en tant qu’ornements. 
L’épine terminale des feuilles était également utilisée comme aiguille pour coudre. 
Ainsi, les indiens utilisaient les agaves dans leur intégralité, et distinguaient les 
différentes espèces par leur couleur, leur taille, leurs feuilles et leurs différentes 
utilisations, donnant à chaque organe de la plante un nom particulier (Garcia-Mendoza 
1998)  
 
Remarque : la plupart de ces utilisations sont encore courantes dans les 
populations rurales du Mexique actuel, et la production industrielle de fibres à partir 
d’Agave fourcroydes est toujours d’actualité, même si elle ne constitue plus l’industrie 
importante qu’elle était jusque dans les années 20, où la popularité de ces fibres a 
commencé à diminuer après la découverte des fibres synthétiques. 
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En réalité, outre les utilisations pratiques de la plante, les indiens voyaient dans 
les agaves la représentation de la déesse Mayahuel (Figure 1.3).  Déesse de l’agave et 
de la fertilité, elle avait 400 enfants (les « Hommes-Lapins »), qui symbolisaient eux-
mêmes les différentes formes de l’ivresse. Mayahuel est en quelque sorte l’équivalente 
de Dionysos ou Bacchus, dieux de l’ivresse pour les cultures grecque et romaine. Les 
agaves étaient ainsi considérés comme des plantes sacrées aux propriétés divines, et les 
boissons fermentées étaient utilisées dans les cérémonies rituelles, dont l’autosacrifice, 
par les anciens, les guerriers et les prêtres. 
 
 
 
Figure 1.3. Représentation de la déesse Mayahuel. 
 
Dans le Mexique préhispanique, le nom général pour toutes les espèces d’agaves 
était metl. Les premiers Espagnols arrivés au Mexique ont référencé la plante sous le 
nom de maguey, nom utilisé pour identifier la plante qu’ils avaient vue dans les îles des 
Caraïbes, endroit où pour la première fois ils ont rencontré des plantes et des animaux 
du Nouveau Monde. À leur arrivée, la consommation d’Octli était très répandue. Cette 
boisson alcoolisée a rapidement attiré leur attention. Ils ont alors introduit leurs 
connaissances techniques dans le procédé de fabrication, et particulièrement la 
technique de la distillation. C’est donc à ce moment là que la tequila, considérée comme 
la première boisson distillée d’Amérique du Nord, a prit sa forme actuelle. On lui a 
donné beaucoup de noms, entre autres vin mezcal (dont la première production relatée 
date de 1531), vin de mezcal, vin d’agave, vin de mezcal de Tequila (car c’est dans la 
région du village de Tequila que se produisait la meilleure boisson), et enfin tequila 
(Villalobos Díaz 2004). La tequila est donc un produit issu du métissage de deux 
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cultures : les habitants d’Amérique avaient la connaissance de la plante et de la boisson 
fermentée que l’on produisait avec, les Espagnols ont ajouté une étape de distillation 
afin de rendre le produit plus fort et plus pur. Un autre apport des Espagnols dans la 
production de tequila est le tonneau de bois. En effet, lorsque la production est devenue 
importante, et qu’il a fallu organiser le transport de la tequila sur de grandes distances, 
et compte tenu du fait qu’à l’époque les déplacements se faisaient en charrettes tirées 
par des animaux, l’expérience des Espagnols en terme de transport de matériaux 
diverses en récipients fermés a introduit le tonneau de bois dans la chaîne de production 
de la tequila. Quelques siècles plus tard, on a reconnu au tonneau de bois ses vertus de 
vieillissement qui sont aujourd’hui reconnues internationalement (Lamas Robles 2004). 
 
 Le vin de mezcal se consommait dans des tavernes qui fabriquaient et vendaient 
leur propre alcool. Mais face à son succès et afin de réduire la concurrence avec le 
brandy et autres alcools importés d’Espagne, les Espagnols ont tenté de supprimer sa 
consommation par une succession de décrets interdisant sa production et sa vente sous 
prétexte que sa consommation était la cause de graves maladies. Cependant, contrôler la 
production de cette boisson spiritueuse domestique était une tâche extrêmement 
compliquée, ce qui décida le gouvernement colonial, au début du 17ème siècle, à 
autoriser sa production moyennant une taxe importante sur le produit. Les premières 
productions officielles de tequila eurent lieu, donc, et les impôts provenant de sa 
production permirent la construction d’ouvrages publics importants pour la région, 
comme la construction d’aqueducs pour amener l’eau potable à la ville de Guadalajara. 
Mais de nouveau vont se succéder des décrets interdisant puis autorisant la production 
et la consommation moyennant de fortes taxes. En fait, chaque fois que le 
gouvernement colonial manquait d’argent pour réaliser des ouvrages importants, la 
production de tequila redevenait autorisée. La dernière prohibition eut lieu à la fin du 
18ème siècle par le biais d’un décret signé par le roi espagnol Carlos III, et dans le but de 
promouvoir de nouveau l’importation des alcools espagnols. La tequila se produisit 
donc à nouveau de manière clandestine jusqu’à ce que l’interdiction soit levée une 
dizaine d’années plus tard. Au début du 19ème siècle, aidée par l’obtention de 
l’indépendance du Mexique et un rejet des produits espagnols par le peuple mexicain, la 
vente libre de la tequila se réalise alors dans tout le pays. Vers la fin du 19ème siècle, 
l’industrie de la tequila connaît une forte expansion, aidée par le développement du 
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chemin de fer. Finalement, la révolution mexicaine, au début du 20ème siècle, génère 
dans la population la recherche d’une nouvelle identité avec ses propres symboles. La 
tequila, associée  aux héros de la révolution, est adoptée par le peuple mexicain comme 
un symbole de fierté nationale. Il faudra ensuite attendre 1944 pour qu’un groupe 
d’industriels producteurs de tequila demande l’appellation d’origine contrôlée, qui est 
acceptée en 1974 (Villalobos Díaz 2004 ; Cámara Nacional de la Industría Tequilera 
2007).  
 
II. Agaves et Agave tequilana Weber var. azul 
II.1. Taxonomie et distribution des agaves 
 
Souvent confondus avec des cactus, les agaves appartiennent en réalité à la 
famille des Agavacées et à l’ordre des Liliales dans la taxonomie classique (Dahlgren et 
coll. 1985 ; Bogler et Simpson 1995). Le genre Agave, qui signifie “admirable” en grec 
a été décrit pour la première fois en 1753 par Linné, père de la taxonomie moderne, 
avec une brève description de Agave americana (Gentry 1982). Le genre est originaire 
du Mexique, où l’on retrouve le plus grand nombre d’espèces et de variétés (Eguiarte et 
coll. 2000 ; Garcia-Mendoza 2002).  
 
Bien que l’on pense qu’il existe environ 200 espèces d’agaves (de 136 à 208 
selon les auteurs) (Gentry 1982 ; Nobel 1988 ; Eguiarte et coll. 2000 ; Garcia-Mendoza 
2002 ; Good-Avila et coll. 2006), le nombre exact reste flou. Ceci notamment à cause de 
la fiabilité limitée des anciennes méthodes de classification (Garcia-Mendoza et Chiang 
2003), de la large distribution géographique du genre Agave combinée au fait que les 
plantes mettent 6 à 12 ans pour arriver à maturité et s’hybrident très facilement 
(Palomino et coll. 2003), ainsi que de la disponibilité insuffisante d’outils moléculaires 
pour l’établissement de la phylogénie actuelle des agaves (Demey et coll. 2004). De 
nouveaux outils, basés sur différents marqueurs génétiques, font cependant leur 
apparition, et une réorganisation des espèces d’agaves est attendue dans les années à 
venir (Demey et coll. 2004). 
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Toutes les espèces sont distribuées de manière naturelle sur le continent 
américain ainsi que les îles qui l’entourent. Au Nord, on les retrouve dans les zones 
arides et semi-arides des États-Unis et du Mexique, et au Sud jusqu’en Colombie et au 
Venezuela, en passant par les îles Caraïbes. Au Mexique, environ 75 % des espèces 
d’agaves existantes sont présentes (Eguiarte et coll. 2000 ; Garcia-Mendoza 2002). 
Dans ce pays, les agaves sont également connus sous les noms communs de magueyes 
ou mezcales. Enfin, certaines espèces d’agaves sont retrouvées dans les autres 
continents, où elles ont été importées le plus souvent à des fins ornementales, dans le 
bassin méditerranéen par exemple, où elles se sont finalement naturalisées (Chárazo et 
Lomeli 1995).  
 
La Figure 1.4 présente la relation taxonomique de Agave tequilana Weber var. 
azul au sein des angiospermes (plantes à fleur).  
 
 
 
 
Figure 1.4. Relation taxonomique de Agave tequilana Weber var. azul au sein des 
angiospermes. D’après Nobel (1988).  
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II.2.  Morphologie et autres adaptations aux climats arides 
 
Les agaves sont des plantes succulentes dont les feuilles fibreuses sont 
organisées en spirale autour d’une pousse centrale, d’où se dévoilent les nouvelles 
feuilles. Cette structure hélicoïdale particulière porte le nom de « rosette » en botanique,  
et permet d’éviter que les feuilles supérieures cachent les feuilles inférieures de la 
lumière. La base de toutes les feuilles attachées forme une structure typique appelée 
piña (du fait de sa ressemblance avec un ananas, piña signifiant ananas en espagnol), 
qui sert d’organe de réserve et de point de redistribution. Cet organe constitue la partie 
centrale de la plante. Toutes les ressources synthétisées via la photosynthèse des feuilles 
sont transportées, stockées dans la piña, et redistribuées aux organes en développement, 
comme les racines, les rhizomes, les nouvelles feuilles, ou encore la tige de la fleur 
(Figure 1.5).  
 
 
Figure 1.5. Agave Tequilana Weber var. azul. 
 
La taille des agaves varie de manière importante selon l’espèce. Par exemple, 
dans quelques espèces comme A. deserti, les feuilles mesurent à peine une vingtaine de 
centimètres à l’âge adulte et pèsent quelques grammes, alors que chez d’autres espèces 
comme A. atrovirens, les feuilles mesurent jusqu’à 3 mètres et peuvent peser jusqu’à 50 
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kg chacune. De la même façon, selon l’espèce considérée, les autres caractéristiques 
morphologiques varient de manière importante : épaisseur des feuilles, couleur (pouvant 
aller de bleu-gris à vert ; certaines espèces présentent même des bordures jaunes), taille 
de la plante, diamètre, présence ou absence d’épines latérales, etc… Dans le cas de 
l’agave bleu, les feuilles sont de couleur bleutée, de 1,25 mètre de longueur en moyenne 
chez une plante mature, de 8 à 10 cm de largeur, et se terminent par une épine de 
couleur café de 1 à 2 cm de longueur. Les feuilles présentent également des épines 
latérales de 3 à 6 mm de longueur. Enfin, la taille de l’agave bleu varie entre 1,2 et 1,8 
m à maturité (Sánchez Rivera et Fentanes Cetina 2004 ; Lomeli Sención et García 
Galindo 2006) (voir Figure 1.5). 
 
Bien que l’on trouve des agaves dans un large spectre d’environnements, la force 
sélective qui a forgé l’histoire de leur évolution est la pénurie d’eau (Gentry 1982). 
Ainsi, les agaves sont d’excellents colonisateurs des régions arides et semi-arides 
(Badano et Pugnaire 2004), notamment grâce à d’efficaces adaptations morphologiques 
et métaboliques :  
 
- Au niveau morphologique, on peut particulièrement noter que les feuilles des 
agaves sont recouvertes d’une fine pellicule de cire hautement imperméable, et 
permettant de limiter la perte en eau par transpiration (Smith et Nobel 1986). Ces 
feuilles possèdent également une grande succulence qui confère à la plante une 
excellente capacité de stockage de l’eau et permet sa survie même au cours de 
sécheresses prolongées (Boom et coll. 2005). On peut ainsi remarquer que dans le cas 
de la culture de l’agave bleu, les champs ne sont jamais irrigués. 
 
- Au niveau de leur métabolisme du carbone, les agaves possèdent deux 
adaptations principales aux environnements arides. Tout d’abord, ils utilisent un 
mécanisme complexe pour capturer le C02 de l’air durant la nuit. Ainsi, les stomates de 
la plante s’ouvrent la nuit et se ferment le jour, à la différence de la majorité des plantes 
qui captent le C02 par ouverture des stomates lors de la journée. Cette fixation nocturne 
du C02 permet de réduire considérablement les pertes en eau, puisque les stomates 
s’ouvrent à un moment où la chute de la température fait remonter l'humidité relative et 
donc minimise les pertes par évaporation. Ce métabolisme particulier est appelé 
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Métabolisme Acide Crassulacéen ou CAM en anglais, pour Crassulacean Acid 
Metabolism. La seconde adaptation métabolique importante des agaves est que les 
sucres synthétisés et accumulés lors de la photosynthèse sont des fructanes, oligomères 
ou polymères de fructose. Les fructanes peuvent fournir à la plante des avantages 
physiologiques comme une mobilisation métabolique rapide des réserves ou encore une 
stabilisation des cellules de la membrane en conditions de stress, comme la sécheresse. 
Une partie est consacré aux fructanes dans la suite de ce chapitre (voir partie III). En 
effet, ce sont ces sucres qui servent de base à l’élaboration de la tequila. 
 
II.3.  Cycle de vie  
 
La durée de vie des agaves est relativement longue, bien qu’encore une fois elle 
dépende de l’espèce considérée. Dans le cas de l’agave bleu, la durée de vie moyenne 
est de 6 à 12 ans. Cette importante variabilité intra-spécifique n’est pas encore tout à fait 
bien comprise mais dépendrait des conditions de culture. Des observations empiriques 
ont déduit que les plantes d’agave bleu cultivées dans des climats plus chauds avaient 
une activité métabolique plus importante et une durée de vie plus courte que les plantes 
poussant dans des climats plus froids. 
 
Pour la plupart des espèces d’agaves, la reproduction peut se faire soit de façon 
sexuée, soit asexuée. Dans la reproduction sexuée, lorsque la plante est mature, une 
imposante tige - appelée « hampe florale » en botanique - émerge du centre de la 
rosette. Le développement de cette tige impressionnante, mesurant généralement 
plusieurs mètres de hauteur, demande une quantité telle de ressources (sucres et autres 
ressources stockées dans la piña) qu’il implique le sacrifice de la plante entière, qui 
meurt après la floraison (Arizaga et Ezcurra 1995 ; McLaughlin et coll. 2000). Les 
plantes qui, comme les agaves, meurent après floraison sont dites monocarpiques en 
botanique. La hampe florale s’élève en une période de temps très courte. Elle peut ainsi 
grandir d’une vingtaine de centimètres par jour (Nobel 1988). Elle comporte de 
nombreuses ramifications au bout desquelles se trouvent les fleurs de couleurs variées 
(rouges, blanches, jaunes, pourpres….) selon l’espèce considérée. Dans le cas de 
l’agave bleu, la hampe florale mesure de 3 à 6 m de hauteur, présente de 20 à 35 
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ramifications, et les fleurs sont de couleur vert jaune (Lomeli Sención et García Galindo 
2006) (Figure 1.6). 
 
 
 
Figure 1.6. (a) Hampes florales d’agave bleu totalement développées. (b) Fleurs 
d’agave bleu. 
 
Bien que la floraison soit coûteuse pour la plante, les fleurs formées attirent 
efficacement les pollinisateurs, principalement abeilles, mites, colibris et chauves-souris 
(Arizaga et coll. 2000 ; Slauson 2001 ; Ornelas et coll. 2002 ; Molina-Freaner et 
Eguiarte 2003 ; Silva-Montellano et Eguiarte 2003a ; Silva-Montellano et Eguiarte 
2003b). La co-évolution de certaines espèces de chauves-souris et d’agaves a même été 
proposée, ainsi que la co-distribution de ces espèces (Slauson 2001). La reproduction 
sexuée peut ainsi mener à un grand nombre de graines, et permet la dispersion puis la 
colonisation de la plante dans de nouvelles étendues. Cependant, bien que les graines 
produites germent très facilement, la plupart des jeunes plantes meurent quelques jours 
après la germination (Jordan et Nobel 1979 ; Arizaga et Ezcurra 2002), ce qui limite 
considérablement l’efficacité de ce mode de reproduction.  
 
La reproduction asexuée chez les agaves se fait grâce à la formation de rejets qui 
émergent des rhizomes de la plante mère (Tissue et Nobel 1988). Ils sont communément 
appelés hijuelos au Mexique, et apparaissent juste à côté de  la plante mère qui leur 
transfère les ressources nécessaires directement par le biais de ses rhizomes (voir 
(a) (b) 
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Figure 1.7). Puis, au cours de leur développement, les jeunes plants deviennent 
indépendants, capables de réaliser leur propre photosynthèse. Un autre type de 
reproduction végétative existe par le biais de bulbilles, petites plantules qui émergent à 
côté des fleurs lorsque celles-ci sont stériles, afin de sauver une descendance (Arizaga et 
Ezcurra 1995 ; Arizaga et Ezcurra 2002). 
 
 
Figure 1.7. Représentation schématique de l’agave bleu et des acteurs de ses différents 
modes de propagation. 
 
Par rapport à la reproduction sexuée, la reproduction végétative est efficace, 
avec une importante force de colonisation. Cependant, elle a le désavantage de limiter 
l’étendue géographique de la descendance (faible dispersion dans le temps), et de ne pas 
former d’hybrides, puisque les jeunes plants issus de ce type de reproduction sont en 
théorie génétiquement identiques à la plante mère, ce qui implique une faible variabilité 
génétique augmentant la vulnérabilité face aux forces naturelles, épidémies par 
exemple. Une étude récente a ainsi montré que la diversité génétique de l’agave bleu, 
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dont la culture pour l’industrie de la tequila privilégie nettement ce mode de 
reproduction, était extrêmement basse (Vega et coll. 2001).  
 
III. Les fructanes, sucres de réserve de l’agave bleu et base pour la 
production de tequila 
III.1. Distribution et fonctions physiologiques des fructanes 
 
Les fructanes sont des oligosides ou polyosides composés d’unités fructose (D-
fructofuranosides) généralement attachées à une molécule de saccharose qui sert 
d’accepteur initial. Environ 15% des plantes supérieures en contiennent, et ils sont, 
après l’amidon, les polyosides non structuraux les plus abondants dans la nature. 
Certaines plantes contiennent à la fois de l’amidon et des fructanes, mais pour d’autres, 
comme les agaves, les fructanes sont les uniques hydrates de carbone stockés. Les 
fructanes sont généralement solubles dans l’eau. In vivo, ils sont essentiellement utilisés 
comme réserves d’énergie, mais ils possèdent également d’autres propriétés physico-
chimiques qui confèrent à la plante une protection contre les stress environnementaux 
comme la sécheresse (Pilon-Smits et coll. 1995 ; Wang et Nobel 1998 ; Pilon-Smits et 
coll. 1999 ; Thomas et James 1999 ; Amiard et coll. 2003), le froid (Livingston et 
Henson 1998 ; Konstantinova et coll. 2002) , ou encore la forte salinité  (Yamamoto et 
Unno 2004), via l’interaction avec les membranes lipidiques des cellules de la plante 
(Demel et coll. 1998 ; Vereyken et coll. 2001 ; Vereyken et coll. 2003a ; Vereyken et 
coll. 2003b ; Vereyken et coll. 2003c). Les fructanes jouent en fait un rôle 
d’osmoprotecteurs de la cellule lors de ces différents stress, du fait de leur forte affinité 
pour l’eau et certains cations.  
 
Les fructanes sont stockés dans des organes spécialisés comme la base des 
feuilles succulentes, les tubercules, ou encore les bulbes. L’énergie stockée sous forme 
de fructanes est utilisée par la plante au cours de certaines phases de croissance, comme 
la germination (Decarvalho et Dietrich 1993), la repousse après défoliation (Amiard et 
coll. 2003), le développement végétatif (Spollen et Nelson 1994), ou encore la 
formation des fleurs (Bieleski 1993 ; Vergauwen et coll. 2000). Chez Hespealoe 
funifera, appartenant à la famille des Agavacées, la formation de l’importante hampe 
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florale est ainsi soutenue en partie par l’énergie provenant des fructanes en réserve 
(McLaughlin et coll. 2000). Dans le genre Agave, et plus particulièrement chez l’agave 
bleu, il a été reporté qu’à l’âge de 4 ans la plante connaît une diminution de sa 
concentration en fructanes parallèle à une augmentation de son contenu en glucose et 
fructose libres. Ces données traduisent clairement une hydrolyse des fructanes, et 
correspondent physiologiquement à la formation des rejets, ainsi qu’à une augmentation 
importante du feuillage observable à cet âge là. L’hydrolyse des fructanes sert non 
seulement à couvrir le besoin énergétique que nécessitent ces phases particulières de la 
croissance de la plante, mais aussi à former des sucres simples et oligosides qui peuvent 
être plus facilement transférés aux zones où ils sont requis (Nava 1988 ; Mendez 1999). 
Enfin, toujours chez l’agave bleu, une forte accumulation de fructanes juste avant la 
floraison est observée, traduisant une préparation de la plante à la forte dépense 
énergétique qui accompagnera le développement de la hampe florale, puis des fleurs  
(Mendez 1999). 
 
Pour l’Homme, les fructanes possèdent également des avantages physiologiques 
qui attirent depuis maintenant plus d’une dizaine d’années, avec l’explosion du marché 
des aliments santé, l’intérêt des scientifiques du domaine de la santé et les industries 
alimentaires. En effet, les fructanes sont des fibres alimentaires solubles non digérées 
par l’Homme, mais qui peuvent être fermentées préférentiellement par certaines 
composantes de la flore intestinale bénéfique comme les Bifidobacteries  (Gibson et 
coll. 1995). Ils sont donc utilisés comme prébiotiques ou « ingrédient fonctionnels », 
c'est-à-dire ayant des effets bénéfiques sur la santé. Ainsi, les fructanes de faible degré 
de polymérisation (DP), qui ont un goût sucré, constituent des édulcorants naturels de 
faible indice glycémique. Les fructanes de hauts DP, eux, sont utilisés dans certains 
produits alimentaires comme certains yaourts ou crèmes glacées, comme substitut peu 
calorique des lipides, compte tenu du fait qu’ils réalisent dans l’eau des émulsions de 
texture et qualités organoleptiques similaires (Ritsema et Smeekens 2003). Il est 
important de noter, cependant, que les fructanes font déjà partie de l’alimentation 
humaine, puisqu’on en retrouve dans l’oignon, l’artichaut ou le poireau, par exemple. 
Les effets positifs qui ont été observés et rapportés dans la littérature suite à 
l’assimilation de fructanes sont nombreux. On peut, par exemple, citer la facilitation du 
transit intestinal, la limitation des risques de cancers du colon, la meilleure assimilation 
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des minéraux, le renforcement des défenses immunitaires, la diminution du cholestérol 
(voir Roberfroid (2005) pour un ouvrage complet sur l’ensemble des effets bénéfiques 
des fructanes). Compte tenu du succès grandissant des aliments santé ces dernières 
années, la consommation de fructanes devrait croître considérablement dans les 
prochaines années. À l’heure actuelle, la chicorée (Cichorium intybus), surtout, et le 
topinambour (Helianthus tuberosus), sont les sources principales de fructanes pour 
l’industrie alimentaire. 
 
Les fructanes de haut DP ont également un futur prometteur pour une variété 
d’autres applications alimentaires, comme l’élaboration de sirops riches en fructose, ou 
encore une variété d’autres applications non alimentaires (voir Fuchs (1993) pour un 
ouvrage de synthèse). 
 
III.2. Structures et enzymes impliquées  
 
Il n’existe que trois types de liaisons dans les fructanes : Fruf-(2-1)-Fruf ; Fruf-
(2-6)-Fruf, et Fruf-(2-6)-Glup, et un quatrième si on prend en compte la liaison 
correspondant à la molécule de saccharose qui est le plus souvent présente (Glup-(1-
2)-Fruf). Malgré cela, une large diversité de structures, contenant de 3 à plusieurs 
centaines d’unités fructose,  peut être trouvée dans les plantes. Ainsi, selon le type de 
liaison entre unités -fructofuranoside, 5 groupes majeurs de fructanes peuvent être 
définis.  
 
Le premier est le groupe des inulines, (Figure 1.8) qui sont des molécules 
linéaires ne contenant que des liaisons Fruf-(2-1)-Fruf. Elles sont le plus souvent 
terminées par une unité glucose correspondant à la molécule de saccharose, accepteur 
initial qui constitue le bout de la chaîne. La molécule type peut ainsi être simplement 
vue comme une chaîne d’unités fructose liées en (2-1), et reliée au C1 d’une unité 
glucose. Elle peut être schématisée de la façon suivante : G1-2F1-2Fn (Vijn et 
Smeekens 1999) ou simplement F1-2Fn lorsque la molécule ne possède pas le résidu 
glucose terminal. La molécule la plus simple (DP3) de ce groupe est le 1-kestose (G1-
2F1-2F, qui peut encore s’écrire GFF ou GF2) (Figure 1.8 avec n = 0), puis suit le 
nystose (G1-2F1-2F1-2F, qui peut encore s’écrire GFFF ou GF3) (Figure 1.8 avec n = 
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1). Il s’agit du groupe de fructanes qui a certainement été le plus étudié, et le plus 
largement utilisé dans les applications citées précédemment, puisque c’est ce type de 
molécules que contiennent par exemple la chicorée et le topinambour (Bonnett et coll. 
1994 ; Koops et Jonker 1996). 
 
Figure 1.8. Représentation schématique des fructanes du groupe des inulines. La 
molécule de saccharose, accepteur initial, est entourée. Les enzymes responsables de la 
synthèse des différentes liaisons sont indiquées : 1-FFT : fructan:fructan-1-
fructosyltransferase ; 1-SST : sucrose:sucrose-1-fructosyltransferase. Figure d’après 
Ritsema et Smeekens (2003). 
 
Le second groupe est celui des inulines néoséries ou néoinulines (Figure 
1.9). Comme dans le groupe précédent, les unités fructoses ne sont reliées entre elles 
que par des liaisons (2-1), mais cette fois la molécule de saccharose ne constitue pas le 
bout de la chaîne, elle est interne à la molécule : le fructose et le glucose de la molécule 
de saccharose sont tous les deux reliés à une chaîne de fructoses. La molécule type peut 
ainsi être vue comme composée de deux chaînes de fructoses liés en (2-1) de chaque 
côté d’une molécule de glucose, l’une étant liée par le C1 du glucose, l’autre par le C6. 
La molécule, linéaire, peut ainsi être schématisée mF2-1F2-6G1-2F1-2Fn. Ce type de 
structures a par exemple été caractérisé chez l’oignon, ou encore chez l’asperge (Allium 
cepa et Asparragus officinalis respectivement) (Shiomi 1989). La molécule la plus 
simple (DP3) appartenant à ce groupe est le néokestose (F2-6G1-2F) (Figure 1.9 avec 
m = 0 et absence de résidus fructose liés au résidu fructose de la molécule de 
saccharose, soit n = -1). 
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Figure 1.9. Représentation schématique des fructanes du groupe des néoinulines 
(inulines néoséries). La molécule de saccharose, accepteur initial, est entourée. Les 
enzymes responsables de la synthèse des différentes liaisons sont indiquées : 1-FFT : 
fructan:fructan-1-fructosyltransferase ; 1-SST : sucrose:sucrose-1-fructosyltransferase. 
6G-FFT : fructan:fructan-6G-fructosyltransferase. Figure d’après Ritsema et Smeekens 
(2003). 
 
Le 3ème groupe est celui des lévanes, parfois également appelés phléines dans 
les plantes, qui ne contiennent que des liaisons Fruf-(2-6)-Fruf (Figure 1.10). Elles 
sont donc également linéaires et peuvent être représentées de la façon suivante : G1-
2F6-2Fn, ou simplement F6-2Fn en l’absence du glucose terminal. Ce type de structure 
a, par exemple, été rapporté chez Poa ampla et Poa secunda (Pâturin) (Chatterton et 
Harrison 1997 ; Wei et coll. 2002). Le lévane le plus simple est le 6-kestose (Figure 
1.10 avec o = 0). 
 
 
 
 
Figure 1.10. Représentation schématique des fructanes du groupe des lévanes. La 
molécule de saccharose, accepteur initial, est entourée. L’enzyme responsable de la 
synthèse des liaisons (2-6) entre résidus fructose est indiquée : 6-SFT : 
sucrose:fructan-6-fructosyltransferase. Figure d’après Ritsema et Smeekens (2003). 
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Le 4ème groupe est celui des lévanes néoséries. Il s’agit du même type de 
structure que les inulines néoséries, c'est-à-dire avec le glucose en position interne, mais 
cette fois les deux chaînes reliées à la molécule de saccharose (ou reliées au C1 et C6 de 
la molécule de glucose) présentent des liaisons (2-6), c'est-à-dire du type lévane, entre 
résidus fructose. Elle se schématise par mF2-6F2-6G1-2F6-2Fn. On en retrouve, par 
exemple, chez Avena Sativa (avoine) (Livingston et coll. 1993). 
 
Il est fréquent que le pool de fructanes contenu dans une plante soit constitué de 
molécules indépendantes appartenant à différents groupes, mais généralement un type 
est plus abondant que les autres. Ainsi, dans l’avoine, on trouve à la fois des fructanes 
du groupe des inulines néoséries et du groupe des levanes néoséries, mais les molécules 
appartenant à ce dernier sont plus abondantes (Livingston et coll. 1993). Parfois encore, 
les fructanes peuvent contenir dans la même structure les deux types de liaison  ((2-1) 
et (2-6)) entre résidus fructose. Les fructanes présentant ce type de structure 
constituent le 5ème groupe, celui des fructanes mixtes (Figure 1.11). Ils peuvent 
contenir ou non le glucose interne typique des néoséries, et peuvent être branchés si les 
deux types de liaison sont présents sur le même résidu fructose. Ainsi, des fructanes 
branchés ont été rapportés chez Hordeum vulgare (orge), Triticum aestivum  (blé), 
Bromus tectorum  (brome des murs), Agropyron cristatum et A. desertorum  (chiendent 
des déserts), Cyathula officinalis Kuan (Cyathula, herbe médicinale chinoise) 
(Chatterton et coll. 1993 ; Praznik et coll. 1992 ; Roth et coll. 1997 ; Chatterton et 
Hardson 2003 ; Chen et Tian 2003). Chez Allium sativum  (Ail), Lolium temulentum 
(Ivraie annuelle), Lolium perenne (Ray-grass anglais), Phormium cookianum (Lin), 
Phormium tenax (Lin de Nouvelle-Zélande), Cordyline australis (Cordyline), et 
Urginea maritima (Scille maritime), des fructanes branchés néoséries ont été décrits 
(Sims et coll. 1992 ; Spies et coll. 1992 ; Baumgartner et coll. 2000 ; Pavis et coll. 2001 
; Sims et coll. 2001 ; Sims 2003). Dans le genre Agave, et chez l’agave bleu, qui nous 
intéresse plus particulièrement, c’est ce type de fructanes qui a été rapporté comme étant 
le plus abondant (voir partie III.3 de ce chapitre, spécialement consacrée aux fructanes 
rencontrés dans les agaves). 
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Figure 1.11. Exemples de fructanes mixtes. La molécule de saccharose, accepteur 
initial, est entourée. Les enzymes responsables de la synthèse des différentes liaisons 
sont indiquées : 1-FFT : fructan:fructan-1-fructosyltransferase ; 1-SST : 
sucrose:sucrose-1-fructosyltransferase. 6G-FFT : fructan:fructan-6G-
fructosyltransferase. Les fructanes mixtes possèdent les deux types de liaison,  (2-1) et 
(2-6) entre résidus fructose, et chacun de ces résidus est susceptible de porter une 
ramification. Il peut également y avoir une chaîne de fructoses liée au résidu glucose, 
formant ainsi un fructane néoséries. Figure d’après Ritsema et Smeekens (2003). 
 
 
La raison de la variété de fructanes trouvée dans les plantes n’est en réalité pas 
connue. Elle pourrait être basée sur des besoins physiologiques différents, ou être la 
conséquence des différentes origines évolutionnaires de la biosynthèse des fructanes 
dans les différentes familles de plantes (Ritsema et Smeekens 2003). À ce sujet, nous 
pouvons noter que les plantes contenant des fructanes sont à la fois retrouvées chez les 
monocotylédones et chez les dicotylédones, ce qui suppose que la machinerie 
enzymatique impliquée dans leur synthèse et leur dégradation est apparue 
indépendamment plusieurs fois dans l’évolution (Hendry 1993).  
 
La synthèse et la dégradation des fructanes dans les plantes se font grâce à la 
participation de deux types d’enzymes : les fructosyltransferases (FT) et les fructane-
exohydrolases (FEH), respectivement. Les FTs transfèrent des unités fructose d’un 
donneur à un accepteur en formant des liaisons  pour les joindre. Les FEHs libèrent 
une par une des unités fructose de l’extrémité des molécules de fructanes  en catalysant 
l’hydrolyse de la liaison . Les différents types de fructanes sont produits par l’action 
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combinée de différentes FTs. Parmi elles, on distingue la sucrose:sucrose-1-
fructosyltransferase (1-SST), la fructan:fructan-1-fructosyltransferase (1-FFT), la 
fructan:fructan-6G-fructosyltransferase (6G-FFT) et la sucrose:fructan-6-
fructosyltransferase (6-SFT). Elles sont indiquées dans les Figures 1.8 à 1.11 à côté des 
types de liaisons dans lesquelles elles sont impliquées. Ainsi, la 1-SST est responsable 
du transfert d’un résidu fructose d’une molécule de saccharose donneuse à un 
saccharose accepteur au niveau du C1 de son résidu fructose, formant une liaison (2-
1). La molécule résultante est le 1-kestose, le plus simple des fructanes du groupe des 
inulines (Figure 1.8, avec n = 0). La 1-FFT est responsable de l’élongation des 
fructanes par le biais du transfert d’un résidu fructose obtenu d’une molécule de 
fructane donneuse à un fructane accepteur au niveau du C1 du résidu fructose terminal, 
formant une liaison (2-1). L’exemple le plus simple est la formation du nystose 
(Figure 1.8 avec n = 1) obtenu par le transfert d’un résidu fructose à une molécule de 1-
kestose accepteur. La 6G-FFT catalyse le transfert d’un résidu fructose d’un fructane 
donneur à un saccharose ou un fructane accepteur au niveau du C6 du résidu glucose 
terminal, formant une liaison (2-6). L’exemple le plus simple est la formation du 
neokestose (Figure 1.9 avec m = 0 et absence de résidus fructoses liés au résidu 
fructose de la molécule de saccharose, soit n = -1) où l’accepteur est une molécule de 
saccharose. Enfin, la 6-SFT catalyse le transfert d’un résidu fructose d’une molécule de 
saccharose à un fructane ou un saccharose accepteur au niveau du C6 d’un résidu 
fructose, formant une liaison (2-6). Cette enzyme est responsable de la formation de 
branchements.  
 
Les différentes FT, tout comme les FEH, semblent avoir évolué à partir des 
invertases (Ritsema et coll. 2006). En fait, on pense que l’origine du métabolisme des 
fructanes a émergé de la modification d’invertases via des mutations (Wei et Chatterton 
2001).  
 
D’autres activités FT ont été proposées dans certaines espèces de plantes, 
comme la sucrose:sucrose-6-fructosyltransferase (6-SST) et la fructan:fructan-6-
fructosyltransferase (6-FFT). Cependant, leur existence est toujours l’objet de débats car 
aucune purification et caractérisation complète de ces activités n’a jamais été réalisée. 
On pense que ces enzymes, si elles existent, sont capables de catalyser de la même 
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façon que la 1-SST et la 1-FFT le transfert d’un résidu fructose d’un saccharose donneur 
à un saccharose accepteur et d’un fructane donneur à un fructane accepteur, mais en 
formant des liaisons (2-6). À l’heure actuelle, dans l’agave bleu, les activités 1-SST, 1-
FFT, 6G-FFT ont toutes été détectées (Ramos Ortiz 2002 ; Saldaña Oyarzábal 2006), 
mais pas l’activité 6-SFT. Cette information, liée au fait que les fructanes de l’agave 
bleu sont branchés, a conduit les auteurs à supposer une nouvelle fois l’existence 
d’activités 6-SST et 6-FFT, ou alors d’une 6-SFT différente (Saldaña Oyarzábal 2006).  
 
Remarque : Les fructanes ne sont pas spécifiques aux végétaux. Diverses 
bactéries, appartenant à différents taxons, en synthétisent. Ainsi, on peut trouver des 
souches productrices de fructanes dans les genres Bacillus, Streptococcus, 
Pseudomonas, Erwinia, et Actinomyces (Hendry et Wallace 1993). En général, les 
bactéries synthétisent des fructanes du groupe des lévanes qui, occasionnellement, 
peuvent être branchés (Dedonder 1966). Les lévanes bactériens sont produits de façon 
extracellulaire par une enzyme appelée lévanesaccharase qui les construit directement à 
partir du saccharose. Ils peuvent atteindre des DP de plus de 100 000 unités fructose. En 
plus de l’activité fructosyltransférase, quelques lévanesaccharases ont des activités 
secondaires pouvant transférer les unités fructose à l’eau (activité invertase) ou à 
d’autres sucres comme le glucose, le fructose, ou encore le raffinose (Cote et Ahlgren 
1993). Bien que la majorité des bactéries produisent des lévanes, quelques souches de 
Streptococcus mutans, connues dans leur implication dans la formation de caries, 
produisent des fructanes contenant principalement des résidus fructose liés en (2-1) 
(pour une revue, voir Uchiyama, 1993).  
 
III.3. Les fructanes de l’agave bleu    
 
Dans le genre Agave, comme nous l’avons dit plus haut, les structures de 
fructanes rapportées dans la littérature appartiennent majoritairement au groupe des 
fructanes mixtes. Dans des travaux datant déjà de plus de trente ans, les auteurs 
montrent que chez Agave vera cruz, le pool de fructanes est constitué d’un mélange 
d’oligosides, certains branchés (donc possédant les liaisons (2-1) et (2-6) entre 
résidus fructoses), certains possédant le glucose interne néosérie (Aspinall et Das Gupta 
1959 ; Dorland et coll. 1977 ; Satyanarayana 1976a ; Satyanarayana 1976b ; 
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Satyanarayana 1976c). Plus récemment, Wang et Nobel (1998) ont rapporté la présence 
de fructanes néoséries branchés chez Agave deserti. Encore plus récemment, Lopez et 
coll. (2003) ont montré que le pool de fructanes de Agave tequilana Weber var. azul, qui 
sont les sucres mis à profit dans la fabrication de tequila, était constitué d’un mélange 
complexe de fructooligosides allant de 3 à 29 unités, contenant principalement des 
molécules branchées, certaines avec le glucose interne néosérie, certaines avec le 
glucose terminal. La même équipe a ensuite étendu son travail à d’autres espèces 
d’agaves, Agave angustifolia, Agave potatorum, Agave cantala, et Agave fourcroydes, 
ainsi qu’une espèce du genre Dasylirion, apparentée aux agaves, et les résultats obtenus 
montrent encore une fois que dans toutes ces espèces le pool de fructanes est un 
mélange d’oligosides pour la plupart hautement branchés, possédant pour certains le 
glucose interne néosérie (Mancilla-Margalli et Lopez 2006) (voir partie III.2).  
 
On peut noter que dans l’industrie de la tequila, ainsi que dans les ouvrages 
mêmes récents sur la tequila, et même dans beaucoup de travaux scientifiques sur le 
thème de la tequila, on parle encore très souvent de l’inuline contenue dans la piña de 
l’agave bleu, par habitude, même si, comme nous venons de le voir, il est clair 
aujourd’hui que ce substantif n’est pas exact, et que l’on doit parler des fructanes de 
l’agave bleu. En fait, ceci s’explique par le fait qu’on a longtemps cru que les fructanes 
contenus dans cette plante étaient du type inuline, puisque ceci était relaté dans des 
travaux datant de 1953, avec les moyens que cela suppose (Sánchez-Marroquin et Hope 
1953) et qu’il a fallu attendre 2003 pour qu’un nouveau groupe de chercheurs 
s’intéresse de plus près à la structure des fructanes de l’agave bleu (Lopez et coll. 2003), 
notamment par l’intérêt que cela suscite dans l’industrie de la tequila. À moins que ce 
ne soit le résultat de l’étude de spécimens particuliers, car il est important de noter que 
la concentration, la taille, et même la structure des fructanes contenus dans les plantes 
d’une même espèce dépendent de leur stade de développement (âge, floraison, 
saison…), ainsi que des conditions environnementales (température, luminosité, 
nutriments…). Par exemple, chez Poa ampla, Chatterton et Harrisson (1997) ont montré 
que la plante cultivée à des températures de 10 °C/5 °C (jour/nuit), ne synthétisait que 
des fructanes linéaires du type lévane, alors que cultivée à 15 °C/10 °C, de faibles 
quantités de fructanes du type inuline étaient également synthétisées en plus des 
lévanes. Et chez Agave tequilana Weber var. azul, des différences de concentration, de 
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taille et de structure des fructanes contenus dans deux plantes du même âge cultivées 
dans deux régions différentes ont été observées (Mancilla-Margalli et Lopez 2006), et 
dans deux plantes cultivées dans les mêmes conditions, mais récoltées à des époques 
différentes (Ballinas et coll. 2004). 
 
IV.  Procédé d’élaboration de la tequila  
IV.1. Culture et récolte de l’agave bleu  
 
L’agave bleu est le seul, parmi tous les autres agaves, autorisé par la norme pour 
l’élaboration de la tequila. En effet, il réunit les caractéristiques appropriées, notamment 
une haute teneur en sucres (fructanes) et une faible teneur en fibres. De plus, les 
composés chimiques présents dans cette variété contribuent au goût et à l’arôme final de 
la tequila, et donnent au produit son caractère particulier (Cedeño 2003). 
 
Comme il l’a été signalé précédemment, la tequila est soumise à une appellation 
d’origine. Il existe ainsi des régions spécifiques au Mexique où elle doit être élaborée, 
où l’agave bleu doit être cultivé, et où la tequila 100 % doit être mise en bouteille. La 
zone d’appellation d’origine comprend certaines municipalités des états suivants : 
Jalisco (toutes les municipalités, 125), Michoacán (30), Nayarit (8), Guanajuato (7), et 
Tamaulipas (11) (Figure 1.12). Les deux principales régions sont la région de Tequila-
Amatitán (Jalisco), qui comprend le village de Tequila, et qui s’est développée à la fin 
du 17ème siècle, et celle de Los Altos de Jalisco (Jalisco), apparue dans la dernière 
décennie du 19ème siècle. Elles présentent le meilleur climat et la meilleure composition 
du sol pour la croissance de l’agave bleu. 
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Figure 1.12. États et municipalités où doit être cultivé l’agave bleu pour la production 
de tequila au Mexique. 
 
Les conditions de température pour un bon rendement sont un minimum de 3 °C, 
un optimum de 26 °C, et un maximum de 47 °C. Le sol doit être fertile, mais pas très 
profond, 30 à 40 cm, et doit être drainé pour éviter l’accumulation d’eau qui est 
préjudiciable pour le développement de la plante. Les agaves sont plantés entre 800 et 
2500 m d’altitude, là où la quantité de pluies annuelle est d’environ 800 à 900 mm. La 
meilleure saison pour planter est la période qui précède la saison des pluies, qui tombent 
de juin à septembre. Ainsi, les plantes peuvent éviter un stress hydrique au début de leur 
croissance (Cedeño 2003). 
 
Les personnes qui cultivent l’agave bleu, appelées agaveros, privilégient, 
comme nous l’avons précisé plus haut, la reproduction végétative des agaves, en 
récupérant et « semant » les hijuelos ou rejets de la plante mère qui apparaissent à l’âge 
de 3-4 ans. Ce type de culture est efficace car les rejets sont des plants déjà forts et 
incomparablement plus robustes que les plants issus des graines. D’autre part, il permet 
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d’éviter les croisements et de conserver les qualités exactes de la variété Agave 
tequilana Weber var. azul. Par contre, il est clair que l’absence de croisements entraîne 
une vulnérabilité accrue des champs d’agave bleu face aux phénomènes naturels du fait 
de la faible diversité génétique résultante.  
 
Les hijuelos sont plantés en lignes avec des espaces entre chaque ligne formée 
de 2 à 4 m (Figure 1.13). Au sein d’une même ligne, les plantes sont espacées d’1 m 
environ.  La plantation est réalisée à la main dans des trous de 15 cm de profondeur. La 
densité de plantes peut varier entre 2 000 et 4 000 plantes par hectare selon le système 
de plantation choisi. Les rendements peuvent varier entre 40 000 et 240 000 kg/ha, si 
l’on considère que le poids des plantes récoltées varie en moyenne entre 20 et 60 kg. 
Cette variation est due à des différences de sols, de qualités des semences, de quantité 
d’eau tombée, d’attaques de parasites, ou encore de fertilisants utilisés. Parfois, des 
plantes fixatrices d’azote sont intercalées entre les agaves. Le pourcentage d’agaves 
mourant la première année oscille généralement entre 8 et 15%, dépendant 
principalement des caractéristiques du sol et de la plante. Ils sont alors remplacés. 
 
 
 
Figure 1.13. Champ d’agave bleu. 
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Un agave bleu met environ 7 ans pour arriver à maturité. Celle-ci se repère 
facilement par le début de formation de la hampe florale (Figure 1.14a). Lorsqu’elle 
apparaît, les agaveros la coupent afin de stopper sa croissance et éviter la perte en 
sucres. À ce stade de développement, le contenu en sucres de l’agave est alors au plus 
haut (Mendez 1999), et la plante est prête à la récolte : elle est arrachée et les feuilles 
sont coupées à leur base pour dégager le cœur, la piña (Figure 1.14b). Les piñas pèsent 
généralement de 20 à 60 kg, mais peuvent parfois peser jusqu’à 100 kg. Elles sont 
ensuite transportées des champs à la distillerie de tequila (Figure 1.14c et d). Un 
échantillon représentatif est alors analysé au laboratoire de la distillerie, essentiellement 
afin de connaître la teneur en sucres des piñas. Celle-ci est mesurée comme sucres 
réducteurs après hydrolyse acide des fructanes, selon la norme mexicaine NMX-V-006-
NORMEX-2005 (Secretaría de Economía 2005b) (Voir Chapitre 2, partie I). 
 
La détermination de la teneur en sucres des piñas est importante. D’une part, elle 
permet de connaître le « potentiel en sucres » en entrée du procédé, nécessaire pour la 
réalisation des bilans sur les sucres de la distillerie, et l’évaluation des rendements. 
D’autre part, on peut noter que certaines distilleries paient les agaves en fonction de leur 
teneur et non pas au poids. En moyenne aujourd’hui, les piñas d’agave contiennent 25 à 
27 % de sucres en masse par rapport à la matière fraîche, ou encore plus de 80 % par 
rapport à la matière sèche. La teneur en sucres des agaves a augmenté ces dernières 
années en raison de l’amélioration des connaissances et des techniques dans la culture 
de l’agave bleu. 
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Figure 1.14 (a) Début de développement de la hampe florale de l’agave bleu, signe de 
maturité. (b) Récolte de l’agave bleu par les agaveros. (c) Transport des piñas du 
champ…(d)…à la distillerie de tequila. 
 
À l’heure actuelle, dans l’état de Jalisco, qui concentre l’essentiel des surfaces 
cultivées en agave bleu, environ 100 000 hectares sont cultivés (Virgen Calleros 2006), 
et au mois de janvier 2007, le CRT a dénombré un peu plus de 336 millions de plantes 
d’agave bleu cultivées (CRT 2007). Pour l’année 2006, 778,5 millions de tonnes 
d’agave bleu ont été récoltés pour la production de tequila (Cámara Nacional de la 
Industría Tequilera 2007). 
 
Les tequilas diffèrent de manière importante selon la qualité et l’origine de 
l’agave. Le procédé de production influence également fortement la qualité du produit 
fini. Certaines distilleries utilisent toujours des méthodes de production rudimentaires, 
(a) (b) 
(c) (d) 
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comme elles le faisaient déjà il y a plusieurs décennies, mais aujourd’hui, la majorité 
des distilleries utilisent des avancées technologiques qui augmentent l’efficacité et la 
constance du procédé.  
 
Quel que soit le procédé utilisé, l’élaboration de tequila comprend quatre étapes 
importantes : cuisson de l’agave, pressage, fermentation et distillation. Une étape 
supplémentaire de vieillissement en fûts de chêne est réalisée pour les tequilas 
reposado, añejo et extra-añejo. La Figure 1.15 montre un schéma général du procédé 
d’élaboration, expliqué en détail dans les paragraphes suivants. 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.15. Schéma général du procédé d’élaboration de la tequila. Figure d’après 
Cedeño (2003). 
 
IV.2. Cuisson des piñas d’agave : hydrolyse des fructanes 
 
Une fois réceptionnées à la distillerie, les piñas doivent être rapidement utilisées 
afin d’éviter, notamment, le développement de champignons. La première étape du 
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procédé va ainsi consister à soumettre ces piñas à une étape de cuisson. Celle-ci a trois 
objectifs principaux : 
 
-  Hydrolyse des fructanes. Cet objectif est le plus important. En effet, la haute 
température combinée au bas pH des piñas (env. 4,5) permet de dégrader les fructanes 
contenus dans celles-ci, libérant ainsi des sucres fermentescibles (principalement 
fructose) (Cedeño 2003 ; Lamas Robles et coll. 2004).  
 
-  Génération de composés participant de manière significative aux caractéristiques 
organoleptiques du produit fini. En effet, dans les conditions de cuisson des piñas 
d’agave, certains sucres sont caramélisés, et des réactions de Maillard ont lieu  
(Mancilla-Margalli et Lopez 2002). 
 
-  Ramollissement de la structure de la piña, ce qui permettra de faciliter l’étape 
d’extraction en aval (Cedeño 2003 ; Lamas Robles et coll. 2004). 
 
Autrefois, les piñas étaient cuites « à l’étouffée » dans de grands trous creusés 
dans la terre remplis de pierres chauffées par un bûcher situé en dessous. Les pierres 
maintenaient ainsi la chaleur nécessaire à la cuisson de l’agave (Figure 1.16). 
Aujourd’hui, ce type de cuisson est presque exclusivement utilisé dans les fabriques de 
mezcal. La plupart des distilleries de tequila ont remplacé ce système par des fours en 
brique, voire des autoclaves, dans lesquels est injectée de la vapeur. 
 
 
 
Figure 1.16. Système le plus ancien pour la cuisson des piñas d’agave. 
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Dans le cas de la cuisson en four de brique, les piñas sont d’abord coupées en 2 
ou 4 selon la taille. Elles sont ensuite introduites manuellement dans le four et 
ordonnées de façon à remplir tout l’espace (voir Figure 1.17).  
 
 
 
Figure 1.17. Remplissage manuel d’un four en brique traditionnel. Les piñas d’agave 
sont rangées de façon à occuper tout l’espace. Distillerie Casa Pedro Domecq / Pernod 
Ricard, 2005.  
 
Généralement, la vapeur est injectée pendant une trentaine d’heures (jusqu’à 48h 
dans certaines distilleries) pour cuire les piñas. Après ce temps là, l’injection est stoppée 
et les piñas continuent de cuire grâce à la chaleur résiduelle, pendant 6h environ (cette 
étape peut durer jusqu’à 2 jours dans certaines distilleries). Le four est finalement ouvert 
pour permettre le refroidissement des piñas. Dans les procédés les plus rapides, l’étape 
de cuisson dure donc environ 36 h.  
 
De façon plus détaillée, pendant les premières heures d’injection de vapeur, le 
four est d’abord complètement fermé, ce qui permet sa pressurisation. La cuisson est 
ainsi réalisée à une pression absolue légèrement au dessus de la pression atmosphérique, 
mais les températures atteintes ne dépassent généralement pas 70-100 °C, compte tenu 
de l’altitude souvent élevée des distilleries de tequila (Lamas Robles et coll. 2004). 
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Pendant le même temps, une partie de la vapeur se condense et s’accumule dans la 
partie inférieure du four. La vapeur condensée extrait par diffusion sucres et autres 
composés solubles des piñas, générant un jus sucré appelé « miel de cuisson ». Quand la 
surpression désirée dans le four est atteinte, celui-ci est purgé lentement afin d’éviter 
que le miel de cuisson ne s’accumule en excès à l’intérieur. Le miel s’écoulant est 
recueilli durant toute l’étape de cuisson, et sera utilisé plus tard dans le moût de 
fermentation comme source de sucres fermentescibles. 
 
Remarque : On pourrait imaginer de réaliser une cuisson sans purger le four, en 
laissant le miel s’accumuler à l’intérieur, mais ceci conduirait à une cuisson en milieu 
liquide qui, d’après l’expérience des producteurs de tequila, aboutirait à la génération de 
5-hydroxyméthyl-furfural (HMF) en trop grande quantité et de composés aromatiques 
différents, donnant un produit ne présentant pas les notes et caractères typiques 
recherchés pour la tequila.   
 
Généralement, la concentration en sucres du miel récupéré est d’environ 15 
degrés Brix (150 g/l de sucres). Dans le cas typique de la distillerie associée à ce travail 
(Casa Pedro Domecq/Pernod Ricard), que nous appellerons distillerie d’Arandas dans la 
suite de ce document, pour un four rempli d’une cinquantaine de tonnes de piñas, en 
moyenne 17 à 20 000 l de miel de cuisson à 15-16 degrés Brix sont récupérés.  
 
Dans la pratique, le miel de cuisson récupéré contient encore des fructanes non 
dégradés. À la distillerie d’Arandas, un traitement acide supplémentaire est alors réalisé 
sur le miel de cuisson collecté afin de compléter l’hydrolyse des fructanes résiduels et 
rendre tous les sucres disponibles. Celle-ci est réalisée à pH 2,0 avec de l’acide 
sulfurique, à 70 °C, durant quelques heures, et permet d’obtenir une hydrolyse des 
fructanes supérieure à 90 %. Comme nous l’avons signalé dans l’Introduction de ce 
document, cependant, ce traitement présente quelques inconvénients, parmi lesquels la 
génération de furfurals, connus pour faire baisser les rendements de fermentation par 
inhibition des levures (Azhar et coll. 1982 ; Pfeifer et coll. 1984 ; Hahnhagerdal et coll. 
1994 ; Tauer et coll. 2004), ou encore un risque pour le manipulateur, nécessitant 
l’emploi d’un équipement de protection adéquat (Figure 1.18). Ils pourraient être évités 
en remplaçant le traitement acide par une hydrolyse enzymatique.  
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Figure 1.18. Équipement de protection utilisé pour la manipulation de l’acide sulfurique 
à la distillerie d’Arandas. Distillerie d’Arandas, 2007.  
 
Par rapport aux fours en brique, les autoclaves ont une meilleure efficacité, en 
terme de temps de cuisson et de quantité de vapeur utilisée. En effet, dans le cas d’une 
cuisson en autoclave, la vapeur n’est injectée en moyenne que pendant 6 à 7 h, et atteint 
des température proches de 120 °C dans l’autoclave (Cedeño 2003). En revanche,  la 
cuisson en four a souvent une meilleure image puisqu’il s’agit d’un procédé plus 
traditionnel, et l’utilisation d’autoclaves résulterait, selon certains producteurs, en un 
manque de certains composés caractéristiques jouant un rôle important sur la flaveur du 
produit fini. Aucune étude systématique n’a jamais été réalisée, cependant, afin de 
confirmer ou infirmer cela. De même, aucune étude n’a jamais été réalisée pour savoir 
si l’un des deux types de cuisson est plus efficace que l’autre pour l’hydrolyse des 
fructanes. À l’heure actuelle, plus de 65 % des distilleries utilisent la cuisson en four 
contre 35 % en autoclave. En termes de volumes totaux de tequila produits, la 
proportion est de 50-50 (CRT 2007).  
 
Enfin, il n’existe aucune étude systématique sur les temps de cuisson optimaux, 
et chaque distillerie, par expérience, utilise ses propres temps. Nous pouvons 
simplement affirmer, d’une façon générale, qu’une cuisson trop rapide aboutit à un miel 
pauvre en sucres libres et composés organoleptiques caractéristiques, alors qu’une 
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cuisson excessive aboutit à un  excès de produits d’oxydation et/ou de déshydratation 
des sucres potentiellement inhibiteurs de la fermentation, et contribuant à une mauvaise 
saveur dans le produit fini (Álvarez de la Cuadra 1996). 
 
Pour calculer le rendement de l’étape de cuisson, la quantité de miel de cuisson 
et son contenu en sucres réducteurs sont mesurés (voir Chapitre 2, partie I).  
 
IV.3. Pressage 
 
Historiquement, l’étape de pressage a connu différentes technologies.  Autrefois, 
l’agave cuit était broyé manuellement à l’aide de maillets de bois ou d’acier pour 
extraire le jus. Puis, rapidement, on a préféré  utiliser des pierres circulaires d’environ 1 
m de diamètre et de 50 cm d’épaisseur. Tirée par un animal, la pierre pouvait ainsi 
tourner dans un puits circulaire contenant l’agave cuit, le pressant à son passage (Figure 
1.19). Ce système de broyage, appelé tahona, qui est encore très largement répandu 
dans les distilleries de mezcal, a, en revanche, presque disparu des distilleries de tequila. 
Dans les rares qui l’utilisent encore, la traction animale a été remplacée par une traction 
mécanique (Figure 1.20). L’agave broyé (jus et fibres) par ce système doit être récupéré 
manuellement dans des réservoirs et transporté jusqu’aux cuves de fermentation. Dans 
certains cas, le jus est manuellement et grossièrement séparé de l’agave broyé avant 
fermentation. Dans d’autres cas, les systèmes tahona possèdent au fond du puits où est 
broyé l’agave un conduit qui permet au jus de s’écouler (Lamas Robles et coll. 2004), se 
séparer alors partiellement de la matière solide, et être récupéré dans une cuve. Mais la 
plupart du temps, lorsque la tahona est utilisée comme système de pressage, le jus et 
l’agave broyé ne sont pas séparés et tout est fermenté puis distillé ensemble (Figure 
1.21).   
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Figure 1.19. Tahona traditionnelle 
Figure 1.20. Tahona « moderne ». 
Distillerie d’Arandas, 2006. 
Figure 1.21. Fermentation avec les 
fibres dans le procédé traditionnel  
tahona. Distillerie d’Arandas, 2005.  
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Depuis les années 1950, la majorité des distilleries a commencé à se doter de 
systèmes plus modernes, dans lesquels l’agave cuit passe d’abord entre des lames de 
métal ressemblant à des couteaux (cet ensemble de lames s’appelle une desgaradora) 
pour être coupé en petits morceaux (cossettes, dont la taille varie selon la desgaradora 
utilisée), puis à travers une série de broyeurs à rouleaux cannelés (3 à 5 selon la 
distillerie). Pendant le passage à travers les rouleaux, l’agave est aspergé d’eau. 
L’extraction des sucres est donc réalisée par une combinaison judicieuse de broyage et 
d’extraction aqueuse (diffusion). C’est le système le plus couramment utilisé dans les 
distilleries de tequila (Figure 1.22). Récemment, certaines se sont cependant dotées de 
bandes de diffusion, permettant un meilleur rendement d’extraction, de l’ordre de 99 %. 
 
 
 
Figure 1.22. Broyeur à rouleau cannelé. L’extraction des sucres est réalisée par une 
combinaison judicieuse de broyage et d’extraction aqueuse. Distillerie d’Arandas, 2007.  
 
 
Remarque 1 : Parfois, au lieu d’utiliser la desgaradora pour mettre en morceaux 
l’agave cuit, certaines distilleries l’utilisent avant la cuisson, et cuisent donc les piñas 
déjà déchiquetées. Dans ce cas là, l’agave cuit ne repasse pas par ce système de lames 
avant d’être broyé.  
 
Remarque 2 : Avec l’arrivée des bandes de diffusion, certaines distilleries 
réalisent aujourd’hui un procédé assez différent du procédé traditionnel. En effet, il 
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arrive qu’au lieu de cuire l’agave puis de le presser pour extraire le jus « cuit », 
certaines distilleries coupent d’abord l’agave cru en petits morceaux, puis extraient les 
sucres de ceux-ci à l’aide de la bande de diffusion. Le jus «cru » ainsi collecté est alors 
soumis à la cuisson pour hydrolyser les fructanes, caraméliser certains sucres, et générer 
les composés nécessaires aux qualités organoleptiques du produit fini.   
 
Le jus obtenu après l’étape d’extraction, appelé « jus d’extraction » ou « jus de 
presse », est mélangé avec le miel de cuisson pour formuler le moût de fermentation. 
Dans le cas de l’élaboration de tequila mixte, une solution de sucres provenant d’une 
autre source, généralement de canne à sucre, est ajoutée pour la formulation du moût. 
Selon la norme, la quantité de sucres venant d’une source autre que l’agave bleu doit 
être inférieure à 49 % en poids des sucres totaux. Chaque distillerie a sa propre 
formulation dans la marge autorisée. La norme précise que les sucres « étrangers » 
ajoutés ne peuvent pas provenir d’autres espèces d’agave. N’importe quel autre type de 
sucres fermentescibles est théoriquement autorisé. Mais, en pratique, et d’un point de 
vue économique, seul des sirops (parfois hydrolysés) obtenus après dissolution de 
saccharose issu de canne à sucre, de mélasse de canne à sucre, de piloncillo (jus de 
canne à sucre cristallisé en forme de cône), ou encore des sirops hydrolysés de maïs, 
sont utilisés (Cedeño 2003).  
 
L’étape de pressage génère un sous-produit appelé bagasse, qui représente 
environ 40 % du poids humide total de l’agave cuit.  Il correspond principalement aux 
fibres contenues dans l’agave. Selon Cedeño (2003), sa composition est la suivante (sur 
la base d’un poids sec) : 43 % de cellulose, 19 % d’hémicellulose, 15 % de lignine, 1 % 
de pectine, 3 % d’azote total, 10 % de sucres résiduels, et 9 % d’autres composés. La 
valeur de sucres résiduels est élevée dans ces données. En effet, par exemple, la bagasse 
obtenue à la distillerie d’Arandas, qui utilise 5 broyeurs à rouleaux en série, contient de  
2,5 à 3,5 % de sucres résiduels. Dans le cas de l’utilisation d’un diffuseur, les sucres 
résiduels sont généralement en quantité inférieure à 1 % dans la bagasse. Cependant, ces 
données sont intéressantes dans la mesure où elles permettent de donner une bonne idée 
de la composition de l’agave en terme de sucres pariétaux (cellulose, hémicelluloses, 
pectine), qui nous intéresse pour le choix des activités enzymatiques susceptibles 
d’aider à l’amélioration de l’étape de pressage. Une autre étude, (Alonso Gutiérrez 
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2005) rapporte les données suivantes pour la composition lignocellulosique des piñas 
crues d’agave bleu : cellulose (55,3 %), hémicellulose (17,4 %), lignine (16,3 %), et 
confirme la nature majoritairement cellulosique et la présence relativement importante 
de lignine. L’auteur de cette étude rapproche la nature de la composition 
lignocellulosique de l’agave bleu de celle de la canne à sucre. 
  
Comme à toutes les étapes du procédé de fabrication de la tequila, un bilan sur les 
sucres est réalisé afin de déterminer le rendement de l´étape de pressage.  
 
IV.4. Fermentation  
 
Pour produire de la tequila 100 %, seuls les sucres extraits de l’agave bleu sont 
utilisés dans la formulation du moût  de fermentation, et la concentration initiale de ces 
sucres varie en général entre 4 et 10 % (M/V), dépendant principalement de la quantité 
d’eau ajoutée lors de l’étape de pressage. Dans le cas de l’élaboration de tequila mixte, 
les sucres issus d’autres sources sont d’abord dissous (à une concentration de 60-75 
degrés Brix) puis mélangés avec le jus d’agave (miel de cuisson et jus d’extraction) de 
façon à obtenir une concentration initiale en sucres de 10 à 16 %, dépendant 
principalement de la tolérance de la levure utilisée (Cedeño 2003) 
 
Afin de corriger les déficiences nutritionnelles du jus d’agave, de l’urée (peu 
conseillée parce que précurseur de carbamate d’éthyle, mais malgré tout toujours 
utilisée), du sulfate d’ammonium, du phosphate d’ammonium, ou du sulfate de 
magnésium peuvent être ajoutés. Compte tenu du pH du jus d’agave (aux alentours de 
4,5), aucun ajustement n’est nécessaire (Cedeño 2003 ; Gschaedler Mathis et coll. 
2004). 
 
Pour la fermentation du moût, certaines distilleries n’inoculent pas de souche 
spécifique de S. cerevisiae, et préfèrent qu’une fermentation naturelle se développe 
(Lachance 1995 ; Cedeño 2003 ; Gschaedler Mathis et coll. 2004). D’autres utilisent des 
levures commerciales, comme celles utilisées en panification, en vinification, ou encore 
en production de bioéthanol. D’autres, enfin, possèdent leur propre souche, isolée 
directement d’une fermentation naturelle de jus d’agave cuit. Les fermentations 
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spontanées présentent des rendements de conversion des sucres en éthanol plus bas que 
les fermentations inoculées, mais permettent de générer plus d’arômes. Par contre, elles 
sont plus difficiles à contrôler et peuvent manquer de reproductibilité (Gschaedler 
Mathis et coll. 2004).  
 
Une fois le moût de fermentation formulé avec les nutriments nécessaires, et à 
une température d’environ 30 °C, il est inoculé avec 5 à 10 % (en volume) avec 
l’inoculum préparé, contenant idéalement environ 2.108 cellules par ml. Dans le cas où 
il n’y a pas recours à un inoculum, la fermentation peut durer jusqu’à 15 jours. Avec un 
inoculum, la fermentation dure entre 20 h pour les procédés les plus rapides, et 3 jours 
pour les plus lents. Elle se déroule à une température de 30-35°C dans des cuves 
ouvertes, entraînant une certaine perte en alcool par évaporation. Beaucoup de 
distilleries possèdent un système de réfrigération pour maintenir la température dans un 
intervalle tolérable pour la levure et par la même occasion limiter l’évaporation 
d’alcool, mais les plus petites distilleries ne possèdent pas ce système, et dans celles-ci 
la température peut dépasser 40 °C, entraînant l’arrêt de la fermentation et des pertes 
plus importantes en éthanol diminuant directement les rendements (Cedeño 2003 ; 
Gschaedler Mathis et coll. 2004).    
 
La taille des  cuves de fermentation utilisées varie considérablement selon la 
distillerie : elles peuvent avoir des capacités de 2 000 l pour les plus petites, et jusqu’à 
150 000 l pour les plus grandes. Traditionnellement les cuves étaient construites en bois 
et actuellement, la majorité sont en acier inoxydable pour pouvoir résister à l‘acidité du 
moût et réduire les problèmes de contamination (Figure 1.23). Dans les cas où de la 
mousse se forme, de l’anti-mousse peut être utilisé. Le contenu en alcool atteint en fin 
de fermentation est généralement de 4 à 9 % TAV (Titre Alcoolique Volumétrique), 
dépendant principalement de la concentration initiale en sucres. La concentration en 
sucres résiduels est généralement inférieure à 0,5 % si la fermentation est bien réalisée. 
Enfin, durant la fermentation, une baisse caractéristique du pH a lieu, d’environ 4,5 à 
3,9 en moyenne (Cedeño 2003 ; Gschaedler Mathis et coll. 2004). 
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Figure 1.23. Fermentation en cuves d’acier inoxydable. Distillerie d’Arandas, 2007. 
 
On peut noter que la fermentation est réalisée en conditions non stériles, et que, 
par conséquent, une activité bactérienne peut apparaître, même dans le cas où un 
inoculum a été utilisé. L’importance de la population bactérienne dépend 
principalement de la capacité des bactéries à croître en présence de levures, ainsi que 
des normes d’hygiène de la distillerie. Les bactéries participent également aux 
caractéristiques organoleptiques du produit fini, mais dans certains cas, cette population 
peut devenir trop importante, diminuant de façon significative les rendements en alcool, 
et pouvant excréter des composés indésirables. Certaines distilleries peuvent alors avoir 
recours à des antibiotiques ou du difluorure d’ammonium pour diminuer les populations 
des contaminants bactériens les plus communément retrouvés dans les moûts de tequila 
(Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc et Pediococcus) (Cedeño 2003). 
 
IV.5. Distillation 
 
La distillation permet de séparer du moût fermenté l’alcool et les autres 
composés secondaires désirés produits lors de la fermentation, et de les concentrer. Le 
système de distillation le plus courant dans les distilleries de tequila est la distillation en 
alambics traditionnels (distillation discontinue ou batch), mais certaines distilleries 
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utilisent aujourd’hui des colonnes permettant de réaliser une distillation en continu 
(Cedeño 2003 ; Ramírez Prado 2004).  
 
Les alambics sont les plus anciens équipements de distillation. Leur conception 
est très simple : ils consistent simplement en un corps ou chaudière dans laquelle est 
introduit puis chauffé le moût fermenté, un chapiteau qui se situe au-dessus de la 
chaudière et dont la forme et le volume déterminent la concentration, la sélection et la 
séparation des différents composés volatils, un col de cygne, qui conduit les vapeurs 
jusqu’à un condenseur, où de l’eau circule pour refroidir et condenser les vapeurs (voir 
Figure 1.24). Ils sont souvent en cuivre, matériau ayant la réputation de fixer les 
composés volatils soufrés malodorants qui sont produits pendant la fermentation. La 
capacité utile moyenne des alambics retrouvés dans les distilleries de tequila est de 3 
000 l (Ramírez Prado 2004).  
 
 
 
Figure 1.24. Alambics traditionnels utilisés dans les distilleries de tequila. Distillerie 
d’Arandas, 2005.  
 
La distillation discontinue est réalisée en deux étapes. La première, appelée 
destrozamiento,  permet d’obtenir un distillat appelé ordinario dont le degré alcoolique 
oscille entre 20 et 30 % TAV selon la distillerie. Certaines distilleries séparent les 
premières et dernières fractions distillées, appelées respectivement « têtes » et 
« queues », lors du destrozamiento. La composition de ces fractions varie selon la 
distillerie et son procédé de fabrication (levure utilisée, composition du moût, temps de 
fermentation, technique de distillation…), mais en général les têtes sont riches en 
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composés qui donnent une saveur et un goût plaisant à la tequila. Elles sont donc le plus 
souvent recyclées, c'est-à-dire renvoyées vers le moût en train d’être distillé. Les 
queues, elles, contiennent des composés de haut point d’ébullition dont la plupart 
donnent une saveur et un goût désagréable à la tequila. Elles ne sont pas gardées, et 
constituent, avec ce qu’il reste du moût fermenté après distillation, un sous-produit 
appelé vinasse (Cedeño 2003 ; Ramírez Prado 2004). 
 
Dans la seconde étape, appelée rectification, l’ordinario est re-distillé afin 
d’augmenter sa concentration en alcool, et obtenir un distillat contenant les composés 
d’intérêt. Le degré alcoolique du nouveau distillat ainsi obtenu oscille selon la distillerie 
entre 38 et 65 % TAV. Lors de cette seconde distillation, la fraction initiale (têtes), de 
très haut degré alcoolique (de l’ordre de 70 % TAV) est séparée et renvoyée dans 
l’ordinario. La fraction qui suit, le cœur, est la fraction d’intérêt qui constituera le 
produit final. La coupe de cette fraction est réalisée lorsque le distillat accumulé possède 
le degré alcoolique désiré. Les queues (fraction restante) sont à leur tour recyclées dans 
l’ordinario. 
 
IV.6. Obtention du produit fini  
 
La distillation est la dernière étape d’élaboration pour les tequilas blanco et oro, 
et elles peuvent dès lors être mises en bouteille, après dilution avec de l’eau 
déminéralisée si nécessaire pour ajuster au degré alcoolique commercial, et filtration 
(qui se fait généralement avec des cartouches de cellulose, parfois après un 
prétraitement avec du charbon actif si la tequila est trouble). Pour la tequila oro, une 
étape d’ajout de colorant (souvent du caramel concentré) et d’arômes (le plus souvent 
extrait de bois, sucre, ou encore glycerol) est en plus réalisée avant la mise en bouteille. 
Pour les tequilas reposado, añejo et extra-añejo, c’est l’étape de vieillissement qui 
commence. Elle se fait généralement dans des tonneaux de chêne de 200 l (Figure 
1.25), issus de l’élaboration de bourbon. En effet, la législation sur le bourbon impose le 
vieillissement de cet alcool en fûts de chêne neufs, ce qui entraîne une grande 
disponibilité de fûts « ex-bourbon » sur le marché. Les temps légaux minima de 
maturation sont de 2 mois pour la tequila reposado, 12 mois pour la tequila añejo, et 3 
ans pour la tequila extra-añejo, mais généralement les tequilas sont vieillies plus 
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longtemps. Ceci dépend de chaque distillerie et des caractéristiques qu’elles désirent 
pour leur produit.  
 
 
 
Figure 1.25. Vieillissement de  la tequila en fûts de chêne. Distillerie d’Arandas, 2007.  
 
 
Durant le vieillissement en tonneau, la tequila est sujette à des changements qui 
déterminent sa qualité finale. La capacité du tonneau, l’épaisseur et la qualité du bois, la 
température et l’humidité du chais, le degré alcoolique du produit lors de sa mise en fût 
(entre 40 et 65 % TAV), le temps de vieillissement, le nombre de cycles effectués par le 
tonneau, sont autant de facteurs qui influent de manière importante sur la flaveur de la 
tequila reposée. Durant le vieillissement, le contenu en alcools supérieurs diminue en 
raison de la nature absorbante du bois, rendant le produit final plus doux. Des 
constituants complexes du bois sont également extraits par la tequila durant ce 
processus, donnant de la couleur et un goût particulier (notes de bois) à la tequila. De 
nombreuses autres réactions complexes ont lieu, par exemple des réactions d’oxydations 
transformant des composés initialement présents dans la tequila et des composés extraits 
du bois en de nouveaux composés. Résultant de tous ces changements, la concentration 
en acides, esters et aldéhydes augmente dans le produit, alors que la concentration en 
alcools supérieurs diminue (Cedeño 2003 ; Escalona Buendía et coll. 2004). 
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Après l´étape de vieillissement, la tequila obtenue est réduite au TAV 
commercial, si nécessaire, et sa couleur peut être ajustée par ajout de caramel. Elle est 
filtrée, puis mise en bouteille.  
 
Remarque : Le changement de goût et de flaveur d’une marque donnée de 
tequila peut influencer son marché de manière très négative. Pour cette raison, chaque 
lot produit doit systématiquement être analysé par évaluations sensorielles et techniques 
chromatographiques, pour validation ou rejet avant la mise en bouteille.   
 
Le Tableau 1.1 présente les caractéristiques des différentes tequilas imposées 
par la norme. 
 
Tableau 1.1. Caractéristiques des différents types de tequila imposées par la norme 
NOM-006-SCFI-2005. Source : (Secretaría de Economía 2005a). 
 
min max min max min max min max min max
Alcool éthylique (% TAV à 
20°C) 35 55 35 55 35 55 35 55 35 55
Extrait sec (g/l) 0 0,3 0 5 0 5 0 5 0 5
Alcools supérieurs (mg/100 
ml d'alcool anhydre) 20 500 20 500 20 500 20 500 20 500
Méthanol (mg/100 ml 
d'alcool anhydre) 30 300 30 300 30 300 30 300 30 300
Aldéhydes (mg/100 ml 
d'alcool anhydre) 0 40 0 40 0 40 0 40 0 40
Esters (mg/100 ml d'alcool 
anhydre) 2 200 2 200 2 250 2 250 2 250
Furfural (mg/100 ml d'alcool 
anhydre) 0 4 0 4 0 4 0 4 0 4
Tequila 
extra-añejo
Tequila 
blanco Tequila oro
Tequila 
reposado Tequila añejo
 
 
 
V.  Enzymes susceptibles d’être utilisées dans l’industrie de la tequila 
V.1. Introduction  
 
Les industriels ont rapidement été attirés par le potentiel des biocatalyseurs que 
sont les enzymes, donnant la possibilité d’accélérer les réactions et donc les procédés de 
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production sans avoir recours à des produits chimiques souvent toxiques, polluants et 
dangereux. Aujourd’hui, le marché mondial de ces biocatalyseurs se développe 
rapidement. Les principaux secteurs utilisant des enzymes à grande échelle sont ceux 
des détergents et ceux de l’agroalimentaire, mais aussi les industries pharmaceutiques, 
du textile et du papier. Dans ces différents secteurs, différentes catégories d’enzymes, 
catalysant principalement des réactions d’hydrolyse, sont utilisées pour une très large 
palette d’applications.  
 
Dans notre cas, deux catégories d’enzymes nous intéressent particulièrement 
pour nos objectifs dans le procédé d’élaboration de tequila. La première, pour remplacer 
le traitement acide acide du miel de cuisson, correspond aux enzymes catalysant 
l’hydrolyse des fructanes, généralement regroupées sous le nom générique de 
fructanases. La seconde catégorie, susceptible d’améliorer la pressabilité de l’agave 
cuit, correspond aux enzymes catalysant l’hydrolyse des polyosides constituant la paroi 
végétale : cellulases, hémicellulases, et pectinases. 
 
V.2. Les fructanases 
V.2.1. Présentation générale  
 
Les fructanases sont des –fructofuranosidases. Ce sont donc, par définition, des  
enzymes catalysant l’hydrolyse des liaisons -fructofuranosyl. On en distingue deux 
types : (i) celles travaillant selon un mécanisme dit endo, c’est à dire catalysant 
l’hydrolyse des liaisons -fructofuranosyl de façon aléatoire au sein des molécules de 
fructanes, formant en conséquence principalement des oligosides plus petit ; (ii) celles 
travaillant selon un mécanisme dit exo, qui hydrolysent de façon séquentielle les 
liaisons -fructofuranosyl à partir des extrêmités des molécules de fructanes, libérant 
par conséquent une par une des unités fructose ou des diosisides de fructose, selon le 
cas.  
 
Toutes les fructanases sont des hydrolases, c’est-à-dire qu’elles catalysent la 
rupture des liaisons osidiques par incorporation d’une molécule d’eau. Elles 
appartiennent à la famille 32 des glycoside-hydrolases dans la classification de Bernard 
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Henrissat (CAZy 2007). Cette classification, créée en 1991, est basée sur la similarité de 
séquences protéiques qui permet de mettre en évidence les relations structure-fonction. 
 
V.2.2. Les fructanases travaillant selon un mécanisme endo  
 
Les activités endo-fructanases rapportées à ce jour dans la littérature incluent 
l’inulinase (EC 3.2.1.7) et la lévanase (EC 3.2.1.65).  
  
L’inulinase catalyse l’endohydrolyse des liaisons (2-1) entre résidus fructose. 
Elle est également appelée endo-inulinase (BRENDA 2007 ; IUBMB 2007). Ses 
meilleurs substrats sont donc les fructanes linéaires de la famille des inulines, qu’elle 
dégrade pour former principalement des oligosides, et de faibles quantités d’oses 
simples et de diosides (Zittan 1981 ; Uhm et coll. 1999 ; Ohta et coll. 2002 ; BRENDA 
2007). Comme la plupart des enzymes agissant selon un mécanisme endo, elle est 
d’autant plus active que le substrat est long. (Zittan 1981 ; Uhm et coll. 1999 ; 
BRENDA 2007). L’activité inulinase a été décrite pour la première fois par Adams et 
coll. en 1943 (Adams et coll. 1943).  
 
La lévanase, elle, catalyse l’endohydrolyse des liaisons (2-6) entre résidus 
fructose. Ses meilleurs substrats sont donc les fructanes de la famille des lévanes.  
 
V.2.3. Les fructanases travaillant selon un mécansme exo  
 
Les activités exo-fructanases rapportées à ce jour dans la littérature incluent la 
fructane-–fructosidase (EC 3.2.1.80), la 2,6--fructane-6-lévanebiohydrolase (EC 
3.2.1.64), la fructane--(2,1)-fructosidase (EC 3.2.1.153), et la fructane--(2,6)-
fructosidase (EC 3.2.1.154) (Naumov et Doroshenko 1998 ; CAZy 2007 ; IUBMB 
2007). On peut noter que la –fructofuranosidase (EC 3.2.1.26, invertase) est 
également capable de dégrader les fructanes de faible masse molaire par un mécanisme 
de type exo, et peut donc être considérée à ce titre comme une exo-fructanase (Alberto 
et coll. 2006).  
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La fructane-–fructosidase catalyse l’hydrolyse des liaisons (2-1) et (2-6), 
indifféremment, qui lient les résidus fructose terminaux et non réducteurs (BRENDA 
2007 ; IUBMB 2007). Elle est aussi appelée exo-inulinase. Elle hydrolyse une par une 
les liaisons fructofuranosyl à partir extrémités non réductrices des fructanes, et libère 
par conséquent une par une les molécules de fructose. Elle présente une meilleure 
affinité pour les fructanes de faible masse molaire, et est également capable 
d’hydrolyser le saccharose, propriété souvent utilisée pour la distinguer de l’endo-
inulinase (Zittan 1981 ; Uhm et coll. 1999). 
 
L’invertase catalyse l’hydrolyse des liaisons  liant les résidus fructose 
terminaux et non réducteurs. Elle catalyse donc les mêmes réactions que la fructane-–
fructosidase, mais l’invertase présente une affinité beaucoup plus importante pour le 
saccharose et les fructanes de bas DP (BRENDA 2007 ; IUBMB 2007).  
 
La 2,6--fructane-6-lévanebiohydrolase, elle, catalyse l’hydrolyse des liaisons 
(2-6) entre unités fructose en enlèvant 2 par 2 les résidus fructose à partir du bout de la 
chaîne, formant ainsi successivement des diosides de fructoses liés en (2-6), appelés 
lévanebiose (BRENDA 2007 ; IUBMB 2007). 
 
La fructane--(2,1)-fructosidase catalyse l’hydrolyse des liaisons (2-1) qui 
relient les résidus fructoses terminaux et non réducteurs. Cette enzyme possède donc 
une des activités de la fructane-–fructosidase mais, à la différence de celle-ci, elle n’a 
qu’une faible activité, voire pas d’activité du tout, sur les lévanes, c'est-à-dire sur les 
liaisons (2-6) entre résidus fructose. Elle hydrolyse donc très préférentiellement les 
chaînes de type inuline en libérant une par une des molécules de fructose à partir des 
extrémités non réductrices (De Roover et coll. 1999 ; Van Den Ende et coll. 2003a ; 
IUBMB 2007).  
 
Enfin, la fructane--(2,6)-fructosidase est l’enzyme équivalente à la 
précédente, mais qui, cette fois, présente une activité préférentielle sur les liaisons (2-
6) et une activité très faible, voire nulle, sur les liaisons (2-1) entre résidus fructose. 
Elle hydrolyse donc très préférentiellement les chaînes de type lévane en libérant une 
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par une des molécules de fructose à partir des extrémités non réductrices (Henson et 
Livingston 1996 ; Van den Ende et coll. 2003b ; IUBMB 2007). 
 
V.2.4. Les préparations commerciales de type fructanase 
  
Le fructose et les fructooligosides suscitent de plus en plus l’interêt des 
industries alimentaires et pharmaceutiques depuis une dizaine d’années. Le fructose est 
considéré comme un édulcorant bénéfique pour la santé par rapport au saccharose car il 
a des effets bénéfiques sur les patients diabétiques, facilite l’absorption de fer, et a un 
meilleur pouvoir édulcorant entre autres (Pawan 1973 ; Zittan 1981). Le saccharose en 
revanche, est connu pour poser en particulier des problèmes cardiovasuclaires 
(Vandamme et Derycke 1983). De plus, le fructose a une meilleure solubilité que le 
saccharose, et en quantités faibles, il peut être métabolisé sans l’aide d’insuline 
(Fleming et Grootwassink 1979). Les fructooligosides, eux, sont des prébiotiques, et 
sont d’ores et déjà largement utilisés pour remplacer les sucres dans une variété 
d’applications alimentaires (voir Roberfroid (2005) pour un ouvrage complet).  
 
À la fois le fructose et les fructooligosides peuvent être obtenus par l’hydrolyse, 
totale ou partielle respectivement, de l’inuline et autres fructanes. Actuellement, la 
chicorée et le topinambour, riches en inuline, constituent les principales sources 
exploitées industriellement pour la production d’inuline, fructooligosides, et fructose.   
L’hydrolyse de l’inuline peut être réalisée en combinant acide et hautes températures, 
mais ce traitement génère des composés de dégradation des sucres, furfurals et di-D-
fructose-dianhydrides (DFA), qui sont colorés et n’ont pas de pouvoir édulcorant 
(Barthomeuf et coll. 1991). Dans ce contexte, les fructanases apparaissent un outil au 
potentiel énorme pour la production de fructose et fructooligosides. En effet, l’action 
combinée d’endo et exo-inulinases, par exemple, permet une hydrolyse supérieure à 99 
% de l’inuline, aboutissant à un sirop riche en fructose (>85 %) sans composés de 
dégradation. L’action d’endo-inulinase seule conduit à la formation de fructooligosides 
sans l’apparition de composés de dégradation. 
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Remarque : Le procédé actuel le plus répandu pour la production de fructose est 
basé sur l’hydrolyse de l’amidon avec des -amylases et amyloglucosidases, puis la 
conversion du glucose obtenu en fructose par l’action de glucose-isomérases.  
 
Ainsi, les recherches se sont multipliées ces dernières années pour produire des 
inulinases à partir de cultures de différents microorganismes et démontrer l’interêt de 
ces enzymes (voir Singh et Gill (2006) pour un article de synthèse).  
 
Cependant, malgré les applications et le futur prometteur des inulinases, il 
n’existe pratiquement qu’une seule préparation commerciale, vendue par Novozymes et 
obtenue d’une culture de Aspergillus niger, réellement disponible sur le marché. Ce 
constat montre que ce type de préparation n’est pas encore extensivement utilisé dans 
l’industrie. De façon très intéressante pour nos objectifs, nous pouvons signaler que la 
préparation enzymatique de Novozymes est utilisée dans un brevet pour la production 
d’un sirop liquide riche en fructose à partir d’un jus extrait d’agave cru (Zuniga Partida 
et coll. 1998).  
 
Comme nous l’avons signalé plus haut, l’invertase peut également jouer un rôle 
positif dans l’hydrolyse des fructanes d’agave, et son intérêt réside dans le fait que ce 
soit une enzyme « bon marché » et facilement disponible. Les préparations d’invertase 
sont déjà très largement utilisées industriellement, essentiellement pour l’inversion du 
saccharose en glucose et fructose. 
 
V.3. Les enzymes de dégradation des polyosides de la paroi végétale 
 
Compte tenu de l’aspect peu novateur de l’utilisation d’enzymes de dégradation 
de la paroi végétale dans un procédé industriel, pour améliorer la pressabilité d’un 
végétal donné (utilisation la plus courante : augmenter les rendements d’extraction des 
jus de pomme et autres fruits), et compte tenu du fait que le second objectif de notre 
étude ne devait constituer qu’un travail préliminaire à l’amélioration de la pressabilité 
de l’agave cuit, nous ne décrirons pas ici en détail la structure de la paroi végétale et des 
polyosides qui la composent, et ne décriront pas en détail les différentes enzymes 
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capables de catalyser la dégradation de ces polyosides, comme nous l’avons fait pour les 
fructanes et les fructanases.  
 
Rapidement cependant, nous pouvons rappeler que les cellules végétales se 
différentient des cellules animales par la présence, autour de la membrane plasmique, 
d’une paroi rigide principalement constituée de polyosides (cellulose, hémicelluloses et 
pectine) et de lignine, composé polyphénolique complexe.  
 
La cellulose est un polyoside linéaire constitué de résidus glucose (D-
glucopyranosides)  liés en (1-4). Les hémicelluloses sont une classe de polyosides très 
variés, généralement constitués d’une chaîne principale qui peut être substituée. Nous 
pouvons par exemple citer les xylanes, les glucomannanes, et les xyloglucanes. Ces 
derniers, par exemple,  sont constitués d'une chaîne de résidus glucose liés en (1-4), 
substituée par de courtes chaînes latérales constituées principalement de résidus xylose, 
galactose et fucose. Le terme « pectine », enfin décrit un ensemble complexe de 
polyosides constitués d’un squelette composé de monomères d’acide galacturonique liés 
en (1-4). On distingue généralement deux régions dans la structure de la pectine, l’une 
est dite « lisse », l’autre « ramifiée ». Le squelette de la région lisse est constitué 
uniquement de monomères d’acide galacturonique. Celui de la région ramifiée 
comporte des résidus rhamnose entre ces monomères. Le squelette de cette région est 
appelé rhamnogalacturonane. Des ramifications sont généralement portées par les 
résidus rhamnose.  
 
Nous retiendrons ici que la cellulose et les différents polyosides composant les 
hémicelluloses et la pectine sont organisés de façon complexe dans la paroi végétale 
(Figure 1.26), et que les complexes enzymatiques existants pour leur dégradation 
mettent en jeu de très nombreuses activités agissant en synergie.  
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Figure 1.26. Organisation des polyosides de structure dans la paroi de la cellule 
végétale. 
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Les complexes enzymatiques capables de dégrader les sucres de la paroi 
végétale, regroupées sous les noms génériques de cellulases, hémicellulases, et 
pectinases sont très largement décrits dans la littérature, ainsi que leur utilisation pour 
améliorer la pressabilité de végétaux pour l’extraction de jus ou huiles et la production 
de purées, la clarification de jus, et l’amélioration de la filtrabilité de jus. À titre 
d’exemples, nous pouvons citer Sims et coll. (1988), Joshi et coll. (1991), Pilnik et 
Voragen (1993), Sreenath et coll. (1994), Haight et Gump (1994), Chang et coll. (1995), 
Sreenath et coll. (1995), Sakho et coll. (1998), Shalom et coll. (1999), Vaillant et coll. 
(1999), Vora et coll. (1999), Chauhan et coll. (2001), Dzogbefia et coll. (2001), Essa et 
Salama (2002), Chadha et coll. (2003), Buchert et coll. (2005). 
 
Les préparations enzymatiques commerciales de cellulases, hémicellulases, et 
pectinases sont, à la différence des préparations de fructanases, très largement 
répandues sur le marché. Pour les applications dans l’industrie alimentaire, elles sont 
généralement produites par fermentations de souches de champignons du genre 
Aspergillus.  
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I.  Description générale des techniques d’analyse utilisées à la distillerie 
d’Arandas  
I.1.  Techniques générales d’échantillonnage  
 
 À la distillerie, des échantillons sont prélevés à toutes les étapes du procédé 
pour analyses de routine en laboratoire : piñas crues, piñas cuites, miel de cuisson, jus 
d’extraction, bagasse, moût de fermentation, moût fermenté, et tequila. Pour les 
échantillons liquides, les volumes d’échantillonnage sont de 1 l (quel que soit le volume 
total de la cuve d’où est prélevé l’échantillon) et l’échantillon est prélevé après 
homogénéisation par injection d’air dans la cuve. Pour les échantillons solides, un 
échantillon le plus représentatif possible de l’ensemble est constitué. Dans le cas de 
l’agave cru, par exemple, il est constitué de la façon suivante : les piñas sont 
acheminées à la distillerie par camions transportant chacun 10 tonnes d’agave. De 
chaque lot de 10 tonnes, 6 piñas les plus représentatives possibles du lot sont prélevées 
et coupées transversalement à l’aide d’une scie circulaire (Figure 2.1). La sciure 
générée par la coupe est alors récupérée. Celle-ci a l’avantage d’être représentative de 
toute la structure des piñas, (coeur/région périphérique/base des feuilles, Figure 2.2). 
La sciure obtenue de la coupe transversale des 6 piñas constituera l’échantillon « agave 
cru » représentatif du lot de 10 tonnes et sera analysé au laboratoire de la distillerie.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
   Figure 2.2. Coupe transversale d’un agave  
Figure 2.1. Scie circulaire utilisée  
  pour  la coupe transversale de l’agave 
 
Chapitre 2 – Matériels et Méthodes 
 60 
I.2.  Dosage des sucres  
 
 Afin de réaliser des bilans sur la teneur en sucres, pour tous les échantillons 
présentés plus haut (à l’exception de la tequila), les sucres sont dosés au laboratoire 
d’analyse de la distillerie par la méthode colorimétrique de Fehling, en suivant 
strictement la méthodologie décrite dans la norme mexicaine pour la détermination des 
sucres dans l’industrie des boissons alcooliques NMX-V-006-NORMEX-2005 
(Secretaría de Economía 2005b). Deux valeurs intéressent alors les industriels : la 
concentration en « sucres réducteurs directs » ou SRD, et la concentration en « sucres 
réducteurs totaux » ou SRT. Les SRD correspondent aux sucres réducteurs dosés dans 
l’échantillon sans traitement préalable. Les SRT correspondent aux sucres réducteurs 
dosés après un traitement de l’échantillon à l’acide chlorhydrique, 5 min, à une 
température comprise entre 68 et 70 °C, comme décrit dans la norme. Ce traitement 
préalable permet l’hydrolyse totale des oligosides (fructanes) présents dans 
l’échantillon, transformés alors en sucres réducteurs simples.  
 
I.3.  Détermination du pourcentage d’hydrolyse des fructanes   
 
 À partir du dosage des SRD et des SRT, le pourcentage d’hydrolyse des 
fructanes est calculé comme le rapport entre les concentrations en sucres réducteurs 
directs et totaux :  
 
[ ]
[ ] 100hydrolysed' % ×= SRT
SRD
 
 
I.4.  Extraction des sucres pour les échantillons solides   
 
 Pour quantifier les sucres contenus dans les échantillons solides (agave cru, 
agave cuit et bagasse), une étape préalable d’extraction est nécessaire. Pour l’agave cru, 
les sucres sont extraits de la sciure obtenue par la coupe transversale des 6 piñas (voir 
partie I.1 de ce chapitre) en plaçant 100 g de cette sciure dans un mélangeur industriel 
avec 3 l d’eau à température ambiante, et en mixant le tout pendant 5 min afin 
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d’extraire les sucres par diffusion. La solution obtenue est alors filtrée et les sucres 
quantifiés. Dans le cas des piñas cuites ou de la bagasse, l’extraction des sucres est 
réalisée de la même façon en plaçant directement dans le mélangeur un échantillon le 
plus représentatif possible de piñas cuites (100 g dans 3 l d’eau) ou de la bagasse (200 g 
dans 2 l d’eau) obtenue en sortie du procédé. Ces techniques d’extraction sont adaptées 
des recommandations de la norme NMX-V-006-NORMEX-2005 (Secretaría de 
Economía 2005b). 
 
II. Étude des profils de cuisson dans les fours de la distillerie  
II.1.  Échantillonnage du miel de cuisson   
 
 Afin de caractériser les profils de cuisson dans les fours de la distillerie 
d’Arandas, et particulièrement l´évolution de l’hydrolyse des fructanes au cours de 
cette étape, 3 campagnes d’échantillonnage du miel s´écoulant des fours durant cette 
étape ont été effectuées. Ces échantillonnages, indépendants, ont été réalisés durant la 
saison sèche au Mexique : le premier en juin 2005, le second en avril 2006, et le dernier 
en juin 2006. Dans chacun des échantillonnages, le miel généré durant la cuisson des 
piñas d’agave a été collecté toutes les 4 h à la sortie d’un des fours pendant la durée 
totale de la cuisson (environ 36 h). Toutes les analyses de laboratoire ont été réalisées 
pour chacun des échantillons collectés, et les données présentées (Chapitre 4) 
correspondent aux valeurs moyennes obtenues des 3 échantillonnages avec les écarts-
types correspondants.  
 
 Dix échantillons supplémentaires ont été collectés au niveau des cuves 
d’accumulation du miel de cuisson une fois remplies, afin de pouvoir caractériser de 
façon précise le miel prêt à être soumis à l’hydrolyse supplémentaire (hydrolyse acide 
dans le procédé actuel, hydrolyse enzymatique comme objectif de ce travail). Ce 
dernier échantillonnage a été effectué au cours de deux semaines consécutives de 
production continue (avril 2006).  
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 Une représentation schématique de ces différents échantillonnages et des 
analyses de laboratoire réalisées sur chacun des échantillons est donnée sur la Figure 
2.3. 
 
 
 
Figure 2.3. Représentation schématique des différents échantillonnages de miel de 
cuisson et des analyses de laboratoire réalisées sur les échantillons.   
 
II.2.  Détermination de la couleur, du degré Brix, du pH et de la 
température des échantillons de miel 
 
 Pour la détermination de la couleur, chaque échantillon de miel de cuisson 
collecté a d’abord été dilué 5 fois avec de l’eau distillée, puis son absorbance mesurée à 
490 nm à l’aide d’un spectrophotomètre (Cintra 6, GBC, cuve de 1 cm). Pendant les 
différents échantillonnages, la température de chacun des échantillons collectés a été 
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relevée à l’aide de thermomètres à alcool, sans mercure. Le degré Brix (pourcentage 
massique) et le pH de chacun des échantillons ont ensuite été déterminés à 20 °C à 
l’aide de densimètres (saccharimètres, F. Mántey B.) certifiés et d’un potentiomètre 
(modèle Accumet, Fisher Scientific Company), respectivement. 
  
II.3.  Détermination du pourcentage d’hydrolyse des fructanes contenus 
dans les échantillons de miel 
 
 Le pourcentage d’hydrolyse des fructanes présents dans chacun des échantillons 
de miel de cuisson a été calculé par le ratio entre les sucres réducteurs directs (SRD) et 
les sucres réducteurs totaux (SRT), comme décrit plus haut (partie voir I.3 de ce 
chapitre).  
 
II.4.  Détermination de la composition en sucres des échantillons de miel 
  
 Le fructose, le glucose, et les diosides (DP2) contenus dans chacun des 
échantillons ont été séparés et quantifiés par Chromatographie Liquide à Haute 
Performance (CLHP) en utilisant un chromatographe Varian ProStar modèle 230 muni 
d’un auto-échantillonneur Varian ProStar modèle 430, une colonne Aminex® HPX-87C 
(300×7.8 mm, Biorad) et un réfractomètre différentiel Varian ProStar modèle 355 pour 
la détection. L’élution a été réalisée avec de l’eau ultrapure dégazée comme phase 
mobile, à un débit de 0,5 ml.min-1 et une température de 80 °C dans la colonne. Dans 
ces conditions, la concentration en fructanes (DP  3) d’un échantillon a été estimée par 
l’aire du pic d’exclusion de son chromatogramme, et sa teneur totale en sucres par l’aire 
totale de celui-ci. Du D-glucose et du D-fructose fournis par Sigma ont été utilisés 
comme standards. Comme standards pour les DP2 et les fructanes (DP  3), du 
saccharose et de l’inuline de chicorée (Sigma) ont été utilisés, respectivement. Une 
courbe de calibration pour chaque standard représentant l’aire du pic en fonction de la 
concentration a été réalisée (jusqu’à 10 g/kg pour le glucose, le saccharose, et l’inuline, 
et jusqu’à 20 g/kg pour le fructose) afin de déterminer leurs facteurs de réponse.  
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II.5.  Détermination de la concentration en 5-(hydroxyméthyl)-furfural 
(HMF) des échantillons de miel 
  
 Le HMF a été quantifié par CLHP à l’aide d’une colonne C18 5 m (250×4 
mm; Bischoff) et détection dans l’UV à 284 nm. Le chromatographe était identique à 
celui décrit en II.4. L’élution a été réalisée avec de l’eau ultrapure dégazée comme 
phase mobile à un débit de 0,9 ml.min-1 et une température de 60 °C dans la colonne. 
Le standard de HMF utilisé a été fourni par Aldrich. Là encore, une courbe de 
calibration représentant l’aire du pic de HMF en fonction de sa concentration a été 
réalisée (jusqu’à 500 mg/kg).  
 
II.6.  Détermination du DP moyen apparent des fructanes contenus dans 
les échantillons de miel  
  
 La plupart des fructanes sont composés d’une molécule de glucose et d’au 
moins deux molécules de fructose. Ainsi, pour déterminer le DP moyen apparent des 
fructanes, le glucose libre, le fructose libre, et le saccharose libre ont d’abord été 
quantifiés enzymatiquement dans chacun des échantillons à l’aide du kit Sucrose/D-
Fructose/D-Glucose Assay Kit (Megazyme) en suivant les instructions du fournisseur. 
Puis, chaque échantillon a été hydrolysé totalement à l’aide d’acide chlorhydrique 
(comme décrit plus haut, voir partie I. 2 de ce chapitre), et la concentration totale en 
glucose ainsi que la concentration totale en fructose ont été déterminées à l’aide du 
même kit. Enfin, la formule suivante a été utilisée pour déterminer le DP moyen 
apparent des fructanes :  
 
1
52,0
52,0
+
−−
−−
=
librelibretotal
librelibretotal
moyen
SGG
SFFDP  
 
(où F, G, et S représentent les concentrations en fructose, glucose, et saccharose , 
respectivement). 
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III. Optimisation de l’hydrolyse enzymatique du miel de cuisson 
III.1. Préparation d’un lot de sucres solubles dans l’eau (SSE) extraits 
d’agave bleu  
 
 Un lot de sucres d’agave bleu solubles dans l’eau (SSE d’agave bleu) a été 
préparé de la façon suivante : 100 grammes de pulpe obtenue de la coupe transversale 
de différentes piñas d’agave bleu récupérées à la distillerie ont été placés dans un 
mélangeur industriel avec 3 l d’eau distillée, à température ambiante. L’ensemble a été 
agité 5 min à vitesse maximale afin d’extraire les sucres solubles par diffusion, de la 
même façon que sont extraits les sucres de l’agave cru au laboratoire de la distillerie 
(voir partie I. 4 de ce chapitre). La suspension obtenue a ensuite été désionisée à l’aide 
d’Amberlite® MB-150 Mixed Bed Exchanger  (Sigma). Puis, la  solution désionisée a 
été filtrée à l’aide de filtres de nylon Iso-DiscTM (Supelco) de diamètre de pores 0,45 
m, et lyophilisée. La poudre obtenue (SSE d’agave bleu) a été récupérée pour 
analyses.  
 
III.2. Caractérisation du lot de SSE d’agave bleu   
III.2.1. CLHP  
 
L’échantillon de SSE a d’abord été analysé par CLHP dans les mêmes 
conditions que celles présentées plus haut (voir partie II. 4 de ce chapitre), afin de 
connaître la composition en glucose, fructose, DP2 et fructanes du lot préparé. 
  
III.2.2. Chromatographie ionique (HPAEC)  
 
 Tous les sucres présents dans le lot préparé ont ensuite été séparés en 
chromatographie d’échange d’ions avec détection par ampérométrie pulsée (HPAEC-
PAD) à l’aide d’une colonne analytique CarboPac PA-100 (4×250 mm ; Dionex). Le 
chromatographe et le détecteur étaient de marque Dionex, modèles Bio-LC50 et ED40, 
respectivement. L’élution a été réalisée en utilisant comme phase mobile une solution 
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d´hydroxyde de sodium 150 mM avec un gradient d’acétate de sodium, à un flux de 1 
ml.min-1 et une température de 35 °C dans la colonne. Le programme d’élution utilisé 
était le suivant : solution 6 mM d’acétate de sodium (0-10 min), de 6 mM à 500 mM 
(10-190 min), et 6 mM (190-200 min) pour retour à l’équilibre. Comme standards de 
fructanes, du 1-kestose (Fluka), du nystose (Fluka), et du 1,1,1-kestopentaose 
(Megazyme) (DP3, DP4 et DP5 de la série des inulines, respectivement) ont été utilisés.   
 
III.2.3. Détermination du DP moyen apparent des fructanes contenus dans 
le lot de SSE d’agave bleu  
 
 Le DP moyen apparent des fructanes extraits de l’agave bleu a été déterminé à 
l’aide du kit Sucrose/D-Fructose/D-Glucose Assay Kit (Megazyme), comme décrit plus 
haut (voir partie II. 6 de ce chapitre).  
 
III.3. Recherche, sélection et test de préparations enzymatiques 
commerciales susceptibles d’hydrolyser les SSE d’agave bleu  
 
 Une recherche auprès des principaux fournisseurs d’enzymes à vocation 
industrielle a été réalisée afin de sélectionner des préparations enzymatiques 
commerciales susceptibles d’agir sur les SSE d’agave bleu, et dont la distribution ne 
présente pas de problème majeur au Mexique. Nous avons donc sélectionné des 
préparations de fructanases et les avons testées sur le lot de SSE d’agave bleu préparé, 
afin d’étudier les taux d’hydrolyse qu’elles permettaient d’atteindre. Les préparations 
sélectionnées sont présentées dans le Tableau 2.1. Leur nom commercial n’est pas 
donné ici pour des raisons de confidentialité.  
 
Tableau 2.1. Préparations de fructanases sélectionnées dans ce travail. 
Préparation Fournisseur Activités déclarées Organisme de production
X Novozymes Endo-inulinase (EC 3.2.1.7) + Exo-inulinase (EC 3.2.1.80)  Aspergillus niger
Y Beldem Food Ingredients Endo-inulinase (EC 3.2.1.7)    
Champignon (genre et espèces 
non précisés)
Z Enmex Invertase (EC 3.2.1.26) Saccharomyces cerevisiae
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Pour le test de l’action des préparations sélectionnées sur le lot de SSE d’agave 
bleu, la méthodologie suivante a été suivie :  
 
 -Une solution de SSE d’agave bleu à 5 % (M/V) tamponnée au pH recommandé 
par le fournisseur de la préparation est d’abord préparée. 
 
 - 20 ml de la solution précédente sont placés dans un tube à essai en présence de 
10 l de la préparation enzymatique testée et incubés dans un bain thermostaté à la 
température de travail conseillée par le fournisseur de la préparation pendant 24 h. 
  
 - Un témoin dans lequel sont ajoutés à la solution de SSE 10 l de tampon à la 
place de l’enzyme diluée est constitué et incubé en parallèle afin de vérifier l’absence 
d’hydrolyse des SSE d’agave bleu dans ces conditions.   
 
 - La cinétique de la réaction est suivie : aux temps de réaction 0, 10 min, 30 
min, 60 min, 90 min, 3 h, 6 h, 9 h, 12 h, 16 h, 20 h et 24 h, un échantillon de 100 l est 
prélevé et mis à incuber 5 min à 100 °C pour inactiver les enzymes, puis 
immédiatement plongé dans la glace et congelé en attente d’être analysé. La même 
procédure est suivie en parallèle pour le témoin. (Remarque : il a été vérifié au 
préalable que la congélation n’avait pas d’influence sur les fructanes). 
 
 - Ultérieurement, chacun des échantillons est décongelé et ses concentrations en 
SRD et SRT sont déterminées. Compte tenu des volumes prélevés, les SRD et SRT ne 
sont cette fois pas quantifiés par la méthode de Fehling comme décrit plus haut, mais 
par la méthode au DNS variante A, détaillée dans l’Annexe 1, et en réalisant une courbe 
étalon de fructose allant jusqu’à 9 g/l.  
 
 - Les SRD sont déterminés sur 100 l d’une dilution au 1/10 dans de l’eau 
distillée de chacun des échantillons prélevés. 
 
 -  Pour la détermination des SRT, 20 l de chacun des échantillons sont dilués 5 
fois avec de l’eau distillée et mis à incuber 5 min à 68-70 °C en présence de 20 l 
d’acide chlorhydrique à 50 % (V/V) dans des tubes de polypropylène de 2 ml 
Chapitre 2 – Matériels et Méthodes 
 68 
(Eppendorf®) afin de libérer tous les sucres réducteurs, puis immédiatement plongés 
dans la glace. Puis, 80 l de soude 2 M sont ajoutés et les SRT sont dosés sur 100 l du 
milieu réactionnel.  
 
 - Pour chacun des échantillons, le pourcentage d’hydrolyse est ensuite calculé à 
partir des concentrations en SRD et SRT déterminées comme décrit plus haut (voir 
partie I.3 de ce chapitre).  
 
 - L’expérience complète est réalisée en double et les valeurs présentées dans le 
Chapitre 4 sont les valeurs moyennes obtenues assorties des écart-types correspondants.  
 
III.4. Étude cinétique de l’action de la Préparation X sur inuline de Dahlia 
et SSE d’agave bleu  
 
 La cinétique d’action de la Préparation X, préparation enzymatique de 
fructanases qui s’est révélée la plus intéressantes pour nos objectifs, a été étudiée sur 
inuline (le substrat naturel pour lequel elle est vendue) et sur le lot de SSE d’agave bleu 
préparé afin de comparer son comportement sur ces deux substrats.   
  
III.4.1. Détermination de la température optimale d’action sur inuline de 
Dahlia et SSE d’agave bleu  
 
 -  Une solution à 5 %  (M/V) de substrat (inuline de Dahlia fournie par Sigma ou 
SSE d’agave bleu) en tampon citrate 25 mM, pH 4,7 (pH conseillé par le fournisseur) 
est préparée. 
 
 - 80 l de la solution sont mis à incuber pendant 10 min à différentes 
températures variant entre 30 °C et 80 °C (par paliers de 5 °C) en présence de 20 l de 
la Préparation X diluée 1500 fois dans du tampon citrate 25 mM, pH 4,7.  
 
 -  Un témoin pour chaque température ne contenant que le substrat est réalisé et 
incubé dans les mêmes conditions. 
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 -  La réaction enzymatique est arrêtée par mise dans la glace et ajout immédiat 
de 100 l de DNS. Pour chaque témoin, 100 l de DNS sont ajoutés en parallèle, puis 
20 l de la préparation enzymatique diluée.   
 
 -  Les quantités de sucres réducteurs contenus dans les essais et les témoins sont 
déterminées en suivant la méthodologie de dosage au DNS variante A (à partir de 
l’étape 2, voir Annexe1) et en réalisant une courbe étalon de fructose allant jusqu’à 9 
g/l. La différence entre la quantité de sucres réducteurs contenus dans chacun des essais 
et dans chacun des témoins correspondants permet de calculer l’activité de la 
préparation enzymatique à chaque température, exprimée en mmoles d’extrémités 
réductrices libérées (en équivalents fructose) par min et par ml de préparation 
enzymatique.  
 
 - Cette expérience est réalisée en triple pour chaque température et chaque 
substrat, et les valeurs présentées dans le Chapitre 5 correspondent aux valeurs 
moyennes des 3 essais avec les écart-types correspondants.  
 
III.4.2. Détermination du pH optimal d’action sur inuline de Dahlia et SSE 
d’agave bleu  
 
 - Différentes solutions à 5 %  (M/V) de chacun des substrats (inuline de Dahlia 
ou SSE d’agave bleu) sont préparées dans des tampons dont le pH varie de 3,0 à 8,0 par 
paliers de 0,5 unités pH. Tous les tampons sont préparés à une concentration de 50 mM 
et consistent en : Glycine-HCl de pH 3,0 à 3,5 ; Acétate de pH 4,0 à 5,5 ; Maléate de 
pH 6,0 à 7,0 ; et Tris-HCl de pH 7,5 à 8,0.  
  
 - 80 l de chacune des solutions de substrat sont mis à incuber pendant 10 min à 
60 °C (température optimale d’action déterminée) en présence de 20 l de la 
Préparation X diluée 1 500 fois dans de l’eau distillée..  
  
 - Un témoin ne contenant que le substrat est constitué et incubé pour chaque pH 
dans les mêmes conditions. 
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 - La réaction enzymatique est arrêtée par mise dans la glace et ajout immédiat 
de 100 l de DNS. Pour chaque témoin, 100 l de DNS sont ajoutés en parallèle, puis 
20 l de la préparation enzymatique diluée.   
  
 - Les quantités de sucres réducteurs contenus dans les essais et les témoins sont 
déterminées en suivant la méthodologie de dosage au DNS variante A (à partir de 
l’étape 2, voir Annexe1) et en réalisant une courbe étalon de fructose allant jusqu’à 9 
g/l. La différence entre la quantité de sucres réducteurs réducteurs contenus dans 
chacun des essais et dans chacun des témoins correspondants permet de calculer 
l’activité de la préparation enzymatique à chaque pH, exprimée en mmoles d’extrémités 
réductrices libérées (en équivalents fructose) par min et par ml de préparation 
enzymatique.  
 
 - Cette expérience est réalisée en triple pour chaque pH et chaque substrat, et les 
valeurs présentées dans le Chapitre 5 correspondent aux valeurs moyennes des 3 essais 
avec les écart-types correspondants.  
 
III.4.3. Détermination des paramètres cinétiques apparents (Km apparent 
et Vmax apparent) sur inuline de Dahlia et SSE d’agave bleu   
 
 - Différentes solutions de chacun des substrats, de concentrations variant de 0,5 
%  à 20  % (M/V), sont préparées dans un tampon citrate 25 mM, pH 4,7. 
 
 -  400 l de chacune des solutions sont mis à incuber pendant 10 min à 60 °C en 
présence de 100 l de la Préparation X diluée 500 fois dans du tampon citrate 25 mM, 
pH 4,7.  
 
 - Un témoin pour chaque concentration de substrat, ne contenant que le substrat 
est réalisé et incubé dans les mêmes conditions. 
 
 - La réaction enzymatique est arrêtée par incubation à 100 °C, 5 min, puis mise 
immédiate dans la glace. Pour les témoins, 100 l de la préparation enzymatique sont 
ajoutés juste avant incubation à 100 °C.  
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 - Les quantités de sucres réducteurs contenus dans les essais et les témoins sont 
déterminées en suivant la méthodologie de dosage au DNS variante A (voir Annexe 1), 
sur 100 l de chacun des essais et de chacun des témoins adéquatement dilués : dans le 
cas de l’inuline, pas de dilution sauf pour les échantillons contenant 16 % ou plus 
(M/V) de substrat (essais et témoins), dilués 2 fois avant dosage ; dans le cas des SSE 
d’agave bleu : pas de dilution sauf pour les échantillons contenant 8 % ou plus (M/V) 
de substrat (essais et témoins), dilués 2 fois avant dosage.   
 
 - La différence entre la quantité de sucres réducteurs contenus dans chacun des 
essais et dans chacun des témoins correspondants permet de calculer l’activité de la 
préparation enzymatique à chaque concentration en substrat, exprimée en mmoles 
d’extrémités réductrices libérées (en équivalents fructose) par min et par ml de 
préparation enzymatique.  
 
 - Cette expérience est réalisée en triple pour chaque concentration en substrat 
pour chacun des deux substrats, et les valeurs présentées dans le Chapitre 5 
correspondent aux valeurs moyennes des trois essais avec les écart-types 
correspondants. 
 
 - Les paramètres cinétiques apparents de la préparation enzymatique sont alors 
déterminés en faisant l’hypothèse que le graphe représentant l’activité (vitesse initiale 
de réaction) en fonction de la concentration en substrat suit un modèle de Michaelis-
Menten, c'est-à-dire suivant la loi :  
 
SK
SVV
m +
=
max
 
 
(où V est la vitesse initiale, Vmax est la vitesse maximale, S la concentration en substrat, 
et Km la constante apparente de Michaelis-Menten).  
 
Pour cela, le logiciel Microsoft® Office Excel 2003 est utilisé afin de minimiser la 
fonction : 
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où Vtheoi et Vexpi sont les vitesses théoriques (selon la loi de Michaelis-Menten) et 
expérimentales à la concentration en substrat i, respectivement.  
 
 Autrement dit, φ correspond à la somme des pourcentages d’erreur entre les 
valeurs théoriques et expérimentales des vitesses, donc en minimisant cette fonction, 
nous obtenons une régression pondérée.  
 
III.5. Optimisation de l’hydrolyse enzymatique du miel de cuisson à l’aide 
de la Préparation X  
 
 Pour cette partie, nous avons choisi de travailler sur l’échantillon de miel de 
cuisson le moins hydrolysé parmi les 10 échantillons de miel de cuisson prêt à être 
soumis à l’hydrolyse supplémentaire (MPH) prélevés à la distillerie et analysés au 
laboratoire  (voir partie II de ce chapitre).   
 
 Pour l’optimisation proprement dite, la méthodologie suivante a été suivie : 
 
 - 2 ml du MPH sont mis à incuber à 60 °C pendant 24 h en présence de la 
Préparation X en quantité variant de 0,0125 % à 0,12 % (V/V)  au pH propre du miel 
(4,73), celui-ci étant compatible avec la zone de pH optimal déterminée pour la 
préparation enzymatique. 
 
 - Un témoin ne contenant pas d’enzyme est constitué et incubé en parallèle pour 
vérifier l’absence d’hydrolyse des fructanes contenus dans le MPH dans les conditions 
de traitement des échantillons essais.  
 
 - Les différentes cinétiques sont suivies : aux temps de réaction 0, 45 min, 90 
min, 3 h, 6 h, 9 h, 12 h, 16 h, 20 h et 24 h, un échantillon de 100 l est prélevé et mis à 
incuber 5 min à 100 °C pour inactiver les enzymes, puis immédiatement plongé dans la 
glace et congelé en attente d’être analysé. 
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 - Ultérieurement, chacun des échantillons est décongelé et ses concentrations en 
SRD et SRT sont déterminées en suivant la méthodologie de dosage au DNS variante A 
(voir Annexe 1) et en réalisant une courbe étalon de fructose allant jusqu’à 9 g/l. 
 
 - Les SRD sont déterminés sur 100 l d’une dilution au 1/20 dans de l’eau 
distillée de chacun des échantillons prélevés.  
 
 - Pour la détermination des SRT, 20 l de chacun des échantillons sont dilués 5 
fois avec de l’eau distillée et mis à incuber 5 min à 68-70 °C en présence de 20 l  
d’acide chlorhydrique à 50 % (V/V) dans des tubes de polypropylène de 2 ml 
(Eppendorf®) afin de libérer tous les sucres réducteurs, puis immédiatement plongés 
dans la glace. On ajoute alors 80 l de soude 2 M et 200 l d’eau au milieu réactionnel, 
et les SRT déterminés sur 100 l de la solution finale.  
 
 - Pour chacun des échantillons, le pourcentage d’hydrolyse est ensuite calculé à 
partir des concentrations en SRD et SRT déterminées, comme décrit dans la partie I.3 
de ce chapitre. 
 
 - L’expérience complète est réalisée en double et les valeurs présentées dans le 
Chapitre 5 sont les valeurs moyennes obtenues assorties de leurs écart-types 
correspondants.  
 
 - Le temps nécessaire pour obtenir 90 % d’hydrolyse en fonction de la quantité 
de Préparation X ajoutée est alors déterminé à partir des représentations des différentes 
cinétiques.  
 
III.6. Détermination de la stabilité thermique de la Préparation X à la 
concentration retenue  
 
 La stabilité thermique de la Préparation X à la concentration optimisée pour 
atteindre 90 % d’hydrolyse en 12 h (0,02 % V/V) a été déterminée en mesurant 
l’activité résiduelle de la préparation enzymatique à différents temps d’incubation à 50 
°C, 60 °C, et 70 °C. La stabilité thermique a été étudiée à la fois en tampon citrate 50 
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mM, pH 4,7 ainsi qu’en tampon citrate 50 mM pH 4,7 ajusté à 16 degrés Brix avec du 
glycérol (masse volumique équivalente à celle du miel de cuisson).  
 
 Plus exactement, la méthodologie suivante a été suivie :  
 
 - 100 l de la préparation enzymatique diluée 5 000 fois dans du tampon citrate 
50 mM, pH 4,7, avec ou sans ajustement du degré Brix sont mis à incuber à 50 °C, 60 
°C, ou 70 °C pendant des temps de 0 min, 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 8 h, 12 h ou 24 
h dans un appareil à PCR, permettant d’incuber en parallèle aux différentes 
températures.  
 
 - Après incubation, chaque échantillon est immédiatement plongé dans la glace.  
 
 - 20 l de chacun des échantillons sont incubés en présence de 80 l  d’une 
solution d’inuline de Dahlia à 5 % (M/V) en tampon citrate 50 mM, pH 4,7, à 60 °C, et 
pendant 1h. Deux témoins ne contenant que les 80 l de substrat sont constitués et 
incubés dans les mêmes conditions. 
  
 - La réaction enzymatique est arrêtée par mise dans la glace et ajout immédiat 
de 100 l de DNS. Pour chacun des deux témoins, le DNS est ajouté en parallèle. Puis 
dans l’un sont ajoutés 20 l de la préparation enzymatique diluée 5 000 fois dans le 
tampon citrate, et dans l’autre  20 l de la préparation enzymatique diluée 5 000 fois 
dans le tampon citrate à 16 degrés Brix.  
 
 -  Les sucres réducteurs contenus dans les essais et les témoins correspondants 
sont déterminés en suivant la méthodologie de dosage au DNS variante A (à partir de 
l’étape 2, voir Annexe 1), et les activités résiduelles de chacun des échantillons 
calculées.    
 
 - Cette expérience est réalisée en triple pour chaque température, chaque temps 
d’incubation, et pour les deux tampons. Les valeurs présentées dans le Chapitre 5 
correspondent aux valeurs moyennes des trois essais pour chaque point avec les écart-
types correspondants.  
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IV. Essais industriels d’hydrolyse enzymatique du miel de cuisson 
IV.1. Description générale des essais  
 
Deux essais industriels de l’application de la préparation X pour hydrolyser les 
fructanes du miel de cuisson à la place du traitement acide ont été réalisés au cours de 
cette étude, le premier en avril 2007, et le second en juillet 2007. Les deux essais ont 
abouti à la production de lots de tequila et ont duré deux semaines chacun.  
 
Au cours de chaque essai, 4 cuves remplies chacune de 15 000 l de miel 
provenant de la cuisson de 4 fours indépendants ont été réservées pour l’expérience. 
Deux ont été traitées normalement à l’acide (cuves témoins), les deux autres ont été 
soumises au traitement enzymatique, en ajoutant en proportion la quantité optimisée en 
laboratoire pour une hydrolyse minimum de 90 % en 12h de traitement (0,02 % V/V, 
soit 3 l pour une cuve de 15 000 l de miel), temps décidé par les industriels liés à ce 
travail et compatible avec les contraintes opérationnelles de la distillerie.  
 
Pratiquement, dans le cas de l’hydrolyse enzymatique, une fois la cuve remplie, 
nous avons d’abord refroidi le miel pour qu’il atteigne la température de 60 °C, par 
circulation d’eau froide dans le serpentin de la cuve (environ 20 min, le miel de cuisson 
se trouvant en général à environ 70 °C dans la cuve). Une fois la température de 60 °C 
atteinte, le courant d’eau froide passant dans le serpentin a été stoppé, et l’enzyme 
ajoutée par le haut de la cuve. L’ensemble a alors été homogénéisé pendant une minute 
par injection d’air. La température n’a plus été régulée durant toute la durée de la 
réaction, compte tenu de la grande inertie thermique du miel dans la cuve.  
 
Les miels hydrolysés avec les différents traitements ont ensuite été utilisés pour 
formuler les moûts de fermentation, puis constituer les différents lots de tequila 
(« acide » ou « enzymatique »).   
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IV.2.  Échantillonnages et analyses réalisés  
  
Un schéma des différents échantillonnages et des analyses de laboratoire 
réalisées est représenté sur la Figure 2.4.  
 
 
 
Figure 2.4. Représentation schématique des essais industriels. En noir : analyses de 
routine. En bleu : analyses supplémentaires réalisées sur les essais.  
 
IV.2.1.  Échantillonnages du miel de cuisson 
  
 Quel que soit le traitement appliqué sur le miel de cuisson (acide ou 
enzymatique), une fois la cuve remplie, un échantillon de 1 l de miel a été prélevé avant 
traitement, après homogénéisation par injection d’air dans la cuve. L’échantillon a alors 
été congelé en attente d’analyses. Dans le cas de l’hydrolyse enzymatique du miel, des 
échantillons ont ensuite été prélevés après 45 min, 1h30, 3 h, 6 h, 9 h, et 12 h de 
traitement. Un échantillon supplémentaire a été prélevé au moment de l’envoi du miel 
en fermentation. Après prélèvement, chacun des échantillons a immédiatement été 
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incubé 5 min à 100 °C afin d’inactiver les enzymes, puis plongé dans la glace et 
éventuellement congelé en attente d’analyses. Dans le cas du traitement acide, seul un 
échantillon au moment de l’envoi en fermentation a été prélevé en plus de celui prélevé 
avant ajout d’acide.  
  
IV.2.2.  Échantillonnage des moûts avant fermentation 
 
Tous les moûts de fermentation formulés pendant les essais ont été 
échantillonnés, après homogénéisation de la cuve. Les échantillons ont soit 
immédiatement été utilisés au laboratoire de la distillerie pour analyses de routine, soit 
congelés pour analyses ultérieures. 
 
IV.2.3.  Échantillonnage des moûts fermentés 
 
Les moûts fermentés obtenus dans chacun des essais ont été échantillonnés (3 l) 
après homogénéisation et une partie immédiatement utilisée pour analyses de routine, 
l’autre congelée dans des bouteilles de verre en attente d’analyses ultérieures.  
 
IV.2.4.  Échantillonnage des lots de tequila produits 
 
Dans le procédé habituel d’élaboration de tequila blanco, après la seconde 
distillation, la tequila est à environ 60 % TAV. Elle est alors clarifiée sur charbon actif 
puis filtrée sur cartouches d’acier inoxydable. La tequila est ensuite stockée à cette 
teneur en alcool (tequila alto grado) dans une cuve de 300 000 litres. Puis, pour sa mise 
en bouteille, elle est diluée avec de l’eau déminéralisée, et filtrée à froid sur un filtre-
presse à plaques de cellulose (voir Figure 2.5).   
 
Dans notre cas, les différents lots de tequila (4 par essai : 2 lots de tequilas 
témoins « acides » et 2 lots de tequilas « enzymatiques ») ont été séparés et 
échantillonnés (échantillons de 20 l) à haut degré alcoolique après clarification et 
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passage sur les cartouches d’acier inoxydable, avant envoi dans la cuve de stockage 
(voir Figure 2.5).  
 
Au cours de chacun des essais, un échantillon supplémentaire de tequila a été 
prélevé dans la cuve de stockage et a été utilisé comme standard « du moment ». En 
effet, la composition de cette cuve varie en permanence, puisqu’elle reçoit les lots de 
tequila fraîchement produits, qui viennent se diluer dans la tequila accumulée. Cette 
même cuve est vidée pour mise en bouteille en fonction de la demande.   
 
Dix échantillons de « standard » supplémentaires, un par mois de production (à 
part avril et juillet 07, déjà échantillonnés), ont été récupérés à la distillerie pour 
mesurer la variabilité du standard sur an de production.  
 
 
 
 
 
Figure 2.5. Représentation schématique du devenir de la tequila après la seconde 
distillation et des échantillonnages réalisés. 
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IV.2.5.  Analyses de routine 
 
 Au cours des essais, toutes les analyses de routine ont été conduites dans les 
conditions habituelles au laboratoire de la distillerie. Celles-ci sont indiquées en noir 
sur la Figure 2.4. (Remarque : la Richesse Alcoolique -également appelée titre 
alcoolique-, déterminée sur les moûts fermentés, est mesurée au laboratoire de la 
distillerie à l’aide d’un ébulliomètre et représente le pourcentage volumique d’éthanol 
contenu). 
  
 Lors des différents traitements enzymatiques, nous avons également 
régulièrement relevé la température, le pH et le degré Brix tout au long de l’hydrolyse 
afin de détecter toute anomalie.  
 
 À partir des analyses de routine, certains paramètres ont été calculés comme le 
rendement massique de fermentation, défini comme la masse d’éthanol produite par g 
de sucres consommés, ou encore l’efficacité de fermentation, définie par le rapport 
entre le rendement de fermentation réel et le rendement théorique maximal (égal à 0,51 
g d’alcool par g de sucres consommés ou encore 0,646 ml d’alcool par g de sucres 
consommés, d’après l’équation de Gay-Lussac).  
  
 Ainsi, le rendement massique de fermentation a été déterminé par la formule : 
 
)(
789,0)/(
gconsomméssucresdequantité
RAggRdt ×=  
 
(où RA est la Richesse Alcoolique du moût fermenté exprimé en pourcentage 
volumique d’éthanol, et 0,789 est la masse volumique de l’éthanol). 
 
À partir du rendement massique, l’efficacité de fermentation a alors être calculée par la 
formule : 
 
51,0
)/((%) ggRdtEff =  
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IV.2.6.  Mesure de l’évolution du pourcentage d’hydrolyse du miel au 
cours des différents traitements  
 
L’évolution du pourcentage d’hydrolyse du miel au cours des différents 
traitements a été déterminée à partir du dosage des SRT et SRD par la méthode de 
Fehling sur chacun des échantillons prélevés, comme décrit plus haut (voir parties I.2. et 
I.3 de ce chapitre).  
 
IV.2.7.  Détermination de l’évolution de la composition en sucres du miel 
au cours des différents traitements 
 
 L’évolution de la composition en sucres du miel au cours des différents 
traitements a été déterminée par analyse de chacun des échantillons de miel prélevés en 
CLHP, comme décrit plus haut (voir partie II.4 de ce chapitre). 
 
IV.2.8. Mesure du HMF  
 
 L’évolution de la composition en HMF du miel au cours des différents 
traitements, ainsi que dans les moûts de fermentation, a été déterminée par analyse des 
échantillons prélevés en CLHP, comme décrit plus haut (voir II.5 de ce chapitre).  
 
IV.2.9.  Analyse par chromatographie en phase gazeuse (GPC) des moûts 
fermentés 
 
Une analyse quantitative des principaux composés volatils contenus dans les 
moûts fermentés échantillonnés a été réalisée par GPC et injection « head-space » (HS). 
Les composés volatils que nous avons choisi de quantifier correspondent à ceux décrits 
dans la norme mexicaine sur la tequila : acétaldéhyde, méthanol, alcool iso-amylique, 
alcool iso-butylique, acétate d’éthyle et furfural (Secretaría de Economía 2005a), ainsi 
que 2-butanol, 1-propanol, 1-butanol, 1-pentanol et lactate d’éthyle, qui sont, avec les 
composés décrit dans la norme, les volatils retrouvés généralement en plus grande 
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quantité dans les moûts fermentés des distilleries de tequila.  Pour chacun des composés 
quantifiés, une courbe de calibration représentant l’aire du pic correspondant en 
fonction de la concentration a été réalisée. Un chromatographe Hewlett Packard modèle 
HP 6890, muni d’un détecteur de ionisation de flamme (FID) a été utilisé. L’injecteur 
automatique HS était de marque Hewlett Packard également, modèle HP 7694E. Les 
conditions d’analyse utilisées sont indiquées dans le Tableau 2.2.  
 
Chacun des échantillons de moût fermenté a été préparé de la façon suivante 
pour analyse en GC :  
 
 - 30 ml sont centrifugés à 5000 rpm dans des tubes de polypropylène de 50 ml, à 
4 °C pendant 5 min.  
 
  - 2 ml du surnageant obtenu sont introduits dans un flacon pour HS (Hewlett 
Packard) de 20 ml. 
 
 - Le flacon est immédiatement scellé avec un septum de PTFE (Agilent 
Technologies), puis placé dans le HS. 
 
 Pour chaque échantillon de moût fermenté, 3 flacons ont été préparés de cette 
façon, et les résultats présentés dans le Chapitre 6 correspondent aux valeurs moyennes 
obtenues, avec les écart-types correspondants. 
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Tableau 2.2. Conditions d’analyse utilisées pour l’analyse des moûts fermentés en HS-
CPG-DIF (Chromatographie en phase gazeuse (CPG) avec injection « HeadSpace » 
(HS) et détection par ionisation de flamme (DIF)). 
 
HS
Température d'équilibre de l'échantillon 80 °C
Température de la boucle d'injection 110 °C
Température de la ligne de transfert 115 °C
Temps d'équilibration de l'échantillon 5 min
Temps de remplissage de la boucle d'injection 0,2 min
Temps d'équilibration de la boucle d'injection 0,5 min
Temps de pressurisation 0,2 min
Temps d'injection 1 min
Volume d'injection 1 l
Type d'injection split (relation 10 : 1)
CPG
Colonne HP-INNOWAX 60 m × 0,32 × 0,25 m (longueur 
× diamètre interne × épaisseur de film)
Température 35 °C pendant 12 min, et gradient à 8°C/min jusqu'à 210 °C
Gaz porteur Hélium
Flux 1,5 ml/min
DIF
Température du détecteur 260 °C
Gaz du détecteur Air (300 ml/min), Hydrogène (30 ml/min), Hélium (gaz auxiliaire, 30 ml/min) 
 
 
IV.2.10. Analyse par CPG-DIF des lots de tequila produits 
 
Une analyse quantitative des principaux composés volatils contenus dans les 
différents lots de tequila produits (« acides » et « enzymatiques ») ainsi que des 
« standards » échantillonnés a été réalisée par CPG-DIF  (Chromatographie de gaz avec 
détecteur à ionisation de flamme) et injection directe. Les composés volatils quantifiés 
correspondent à ceux décrits dans la norme mexicaine sur la tequila : acétaldéhyde, 
méthanol, alcool iso-amylique, alcool iso-butylique, acétate d’éthyle et furfural 
(Secretaría de Economía 2005a). Pour chacun des composés volatils quantifiés, une 
courbe de calibration représentant l’aire du pic correspondant en fonction de la 
concentration a été réalisée. Un chromatographe Perkin Elmer Autosystem, muni d’un 
détecteur à ionisation de flamme (DIF) a été utilisé. Les conditions d’analyse utilisées 
sont indiquées dans le Tableau 2.3. La quantification a été réalisée en double pour 
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chacun des lots de tequila, et les résultats présentés dans le Chapitre 6 correspondent 
aux valeurs moyennes obtenues, avec les écart-types correspondants.  
 
Tableau 2.3. Conditions d’analyse utilisées pour l’analyse des tequilas en CPG-DIF 
(Chromatographie en phase gazeuse (CPG) avec détection par ionisation de flamme 
(DIF)). 
CPG
Température de l'injecteur 250 °C
Volume d'injection 1 l
Type d'injection split (relation 10 : 1)
Colonne J&W Scientific DBwax 30 m × 0,25 × 0.25 m (longueur × diamètre interne × épaisseur de film)
Température Gradient de 50 °C à 200 °C en 17 min
Gaz porteur Nitrogène
Pression 0,41 bar
DIF
Température du détecteur 250 °C
Gaz du détecteur Hydrogène, Air
 
 
IV.2.11. Évaluations sensorielles des lots de tequila produits 
 
Différentes séries de tests sensoriels ont été conduites sur les lots de tequila 
produits, dans trois laboratoires différents (1 en France, 2 au Mexique). 
 
Tests de proximité (Norme ISO 4121:2003, ISO 2003)  
 
 Les tests de proximité consistent à comparer à une référence identifiée (standard 
du mois d’avril 07 ou standard du mois de juillet 07 dans notre cas), tous les 
échantillons, ainsi que la référence (non identifiée). Les échantillons, comme la 
référence doublée, sont servis en verres noirs et codés. Les juges doivent alors noter sur 
des échelles continues (ligne de 16 cm sans graduation, voir Annexe 2), les différences 
perçues avec la référence identifiée, de « identique » à «complètement différent», 
comme suggéré par la norme ISO.  Les différences jugées sont alors mesurées en cm, et 
une analyse de variance (ANOVA, voir partie VI.3 de ce chapitre) est réalisée pour 
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savoir si au moins une des distances entre la référence et les produits testés est 
significativement plus grande que la distance entre la référence identifiée et la référence 
codée. Dans l’ANOVA, le maximum de facteurs doivent être indiqués (juge, 
répétition,…). Un test de comparaison multiple (Newmann Keuls, voir partie VI.4 de ce 
chapitre) est alors appliqué pour créer des groupes de moyennes significativement 
différentes, ou, autrement dit, des groupes de produits s’éloignant de façon homogène à 
la référence.  
 
 Ainsi, les 4 tequilas produites en avril (2 témoins acides, 2 essais enzymatiques) 
et le standard d’avril, d’une part, et les 4 tequilas produites en juillet (2 témoins acides 
et 2 essais enzymatiques) et le standard de juillet, d’autre part, ont été évaluées en 
suivant cette méthodologie. Au laboratoire français, 20 juges ont participé aux 
évaluations, et la proximité au nez et en bouche a été testée séparément, après avoir 
réduit les échantillons au TAV commercial (40 %). Dans les deux laboratoires 
mexicains, 6 juges ont participé aux essais, mais ils ont été réalisés en triple. Dans ces 
deux derniers laboratoires, la proximité a été testée globalement « au nez et en 
bouche », sans séparation, et les échantillons avaient été réduits à 20 % TAV.   
 
 Rappel : les lots standards correspondent à des pools de plusieurs productions 
industrielles. Les lots témoins correspondent aux lots de tequilas produits lors des essais 
selon le procédé actuel (traitement acide du miel).  
 
Essais triangulaires (Norme ISO 4120:2004, ISO 2004)   
 
 Les essais triangulaires consistent à comparer deux échantillons entre eux. Trois 
verres noirs codés sont présentés aux juges. Deux contiennent le même échantillon, et 
le 3ème verre contient l’échantillon différent. Les juges doivent alors noter l’échantillon 
qu’ils perçoivent comme différent des deux autres (voir Annexe 3).  
  
 Ces essais ont été réalisés afin de déterminer si les tequilas « enzymatiques » se 
distinguaient des tequilas « acides » (témoins), et si chacun des 2 types de tequila de 
distinguaient du standard du moment. Ces tests n’ont été conduits que dans un des 
laboratoires (Mexique), et 6 juges y ont participé. Ils ont été réalisés en triple, et, pour 
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comparer deux échantillons, toutes les combinaisons suggérées par la norme ISO ont 
été réalisées. En effet, afin de ne pas avoir de biais causé par l’ordre d’apparition des 
échantillons, il faut, pour comparer 2 échantillons A et B, que toutes les combinaisons 
(AAB, ABA, BAA, ABB, BAB, BBA) soient évaluées.  
 
V. Évaluation de préparations enzymatiques susceptibles de faciliter 
l’étape de pressage de l’agave 
V.1. Recherche et sélection de préparations commerciales 
 
 Une recherche auprès des principaux fournisseurs d’enzymes à vocation 
industrielle a été réalisée afin de sélectionner des préparations enzymatiques 
commerciales susceptibles d’améliorer la pressabilité de l’agave, et dont la distribution 
ne présente pas de problème majeur au Mexique. Nous avons donc recherché et 
sélectionné des préparations d’enzymes contenant cellulases et/ou hémicellulases et/ou 
pectinases utilisées principalement dans l’industrie des jus de fruits pour améliorer les 
rendements des étapes de pressage et de filtration, réduire la viscosité ou clarifier les 
jus. La liste des préparations sélectionnées est donnée dans le Tableau 2.4.  
 
Tableau 2.4. Préparations d’enzymes de dégradation de la paroi végétale sélectionnées 
dans ce travail.  
Préparation Fournisseur Activités déclarées Organisme de production
Ultrazym® AFP L Novozymes Cellulase + Polygalacturonase Aspergillus aculeatus , Aspergillus niger , Trichoderma reesei
Viscozyme® L Novozymes Endo-1,3(4)-beta-glucanase + activités Xylanase, Hémicellulase et Cellulase colatérales Aspergillus aculeatus
Shearzyme® 2X Novozymes Endo-1,4-xylanase Aspergillus oryzae
Celluclast® 1.5 L FG Novozymes Cellulase Trichoderma reesei
Pectinex® Ultra SP-L Novozymes Polygalacturonase Aspergillus aculeatus
Cellubrix® L Novozymes Cellulase Trichoderma reesei
Zymapect® PR Enmex Pectine-lyase + Pectinesterase + Polygalacturonase 
+ Galactanase Aspergillus niger
Macerex® PM Enmex Pectinase + Cellulase Aspergillus niger, Trichoderma reesei
Rapidase® UF DSM Food Specialities Pectinase Aspergillus niger
Rapidase® TF DSM Food Specialities Pectinase + Hémicellulase Aspergillus niger
Rapidase® Adex P DSM Food Specialities Pectinase + Hémicellulase Aspergillus niger
Filtrase® NLC DSM Food Specialities Beta-glucanase Trichoderma reesei
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V.2. Dosage des activités cellulase, hemicellulase, et pectinase de 
chacune des préparations 
V.2.1. Activité cellulase  
 
Pour représenter l’activité cellulase de chacune des préparations enzymatiques, 
nous avons choisit de doser l’activité carboxyméthyl-cellulase. La méthodologie 
suivante a été utilisée : 
 
  - La préparation est diluée 250 fois dans du tampon acétate 100 mM pH 4,5 (pH 
moyen du jus d’agave et compatible avec la zone optimale de fonctionnement de 
chacune des préparations sélectionnées dans cette étude, selon les données des 
fournisseurs).  
 
  - Une solution de carboxyméthyl-cellulose (CMC, fournie par Sigma) à 1 % 
(M/V) dans le même tampon est préparée.  
 
  - 25 l de la dilution de la préparation enzymatique sont mis à incuber avec 100 
l de la solution de CMC pendant 10 min à 40 °C. Cette température correspond à celle 
de l’eau de lavage de l’agave cuit utilisée pendant l’étape de pressage à la distillerie, et 
est compatible avec la zone de bon fonctionnement de chacune des préparations selon 
les données des fournisseurs. Parallèlement, un témoin contenant 100 l de la solution 
de CMC sans enzyme est réalisé.  
 
  - La réaction enzymatique est stoppée par ajout de 125 l de DNS. Pour le 
témoin, 25 l de la préparation enzymatique diluée sont ajoutés après le DNS.  
 
  - Les quantités de sucres réducteurs contenus dans l’essai et dans le témoin sont 
déterminées en suivant la méthodologie de dosage au DNS variante B (à partir de 
l’étape 2, voir Annexe 1) et réalisation d’une courbe étalon allant jusqu’à 1,8 g/l de 
glucose. L’activité, exprimée en moles d’extrémités réductrices libérées (en 
équivalents glucose) par min et par ml de préparation enzymatique, est calculée.  
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 - L’expérience complète est  réalisée en double (2 essais et 2 témoins par 
préparation). Les valeurs présentées dans le Chapitre 7 correspondent aux valeurs 
moyennes obtenues avec les écarts-types correspondants. 
 
V.2.2. Activité hémicellulase 
  
 Pour représenter l’activité hémicellulase, nous avons choisi de doser plus 
exactement l’activité xylanase contenue dans chacune des préparations enzymatiques, 
cette activité étant souvent décrite comme l’une des activités hémicellulases 
prépondérantes.  
 
La méthodologie suivante a été suivie pour la détermination de cette activité 
dans chacune des préparations :  
 
  - La préparation est diluée 250 fois dans du tampon acétate 100 mM, pH 4,5  
 
  - Une solution de xylane de bois de hêtre (Sigma) à 1% (M/V) dans le même 
tampon est préparée.  
 
  - 25 l de la dilution de la préparation enzymatique sont mis à incuber avec 100 
l de la solution de xylane pendant 10 min à 40 °C. Parallèlement, un témoin contenant 
100 l de la solution de xylane sans enzyme est préparé.  
 
  - La réaction enzymatique est stoppée par ajout de 125 l de DNS. Pour le 
témoin, 25 l de la préparation enzymatique diluée sont ajoutés après le DNS.  
 
  -  Les quantités de sucres réducteurs contenus dans l’essai et dans le témoin sont 
déterminées en suivant la méthodologie de dosage au DNS variante B (voir Annexe 1) 
et en réalisant une courbe de calibration allant jusqu’à 1,8 g/l de xylose. L’activité, 
exprimée en moles d’extrémités réductrices libérées (en équivalents xylose) par min et 
par ml de préparation enzymatique, est calculée.  
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  - L’expérience complète est réalisée en double (2 essais et 2 témoins par 
préparation). Les valeurs présentées dans le Chapitre 7 correspondent aux valeurs 
moyennes obtenues avec les écarts-types correspondants. 
 
V.2.3. Activité pectinase 
 
Pour le dosage de l’activité pectinase de chacune des préparations enzymatiques, 
la méthodologie suivante a été suivie : 
 
  - La préparation est diluée 80 fois dans du tampon acétate 100 mM, pH 4,5  
 
  - Une solution de pectine d’agrumes (Sigma) à 1 % (M/V) dans le même tampon 
est préparée.  
 
  - 25 l de la dilution de la préparation enzymatique sont mis à incuber avec 100 
l de la solution de pectine pendant 10 min à 40 °C. Parallèlement, un témoin contenant 
100 l de la solution de pectine sans enzyme est préparé.  
 
  - La réaction enzymatique est stoppée par ajout de 125 l de DNS. Pour le 
témoin, 25 l de la préparation enzymatique diluée sont ajoutés après le DNS.  
 
  -  Les quantités de sucres réducteurs contenus dans l’essai et dans le témoin sont 
déterminées en suivant la méthodologie de dosage au DNS variante B (voir Annexe 1) 
et en réalisant une courbe étalon allant jusqu’à 1.8 g/l de glucose. L’activité, exprimée 
en moles d’extrêmités réductrices libérées (en équivalents glucose) par min et par ml 
de préparation enzymatique est calculée.  
 
  - L’expérience complète est  réalisée en double (2 essais et 2 témoins par 
préparation). Les valeurs présentées dans le Chapitre 7 correspondent aux valeurs 
moyennes obtenues avec les écarts-types correspondants 
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V.3. Évaluation de l’effet des préparations sur l’agave cuit 
 
Des échantillons d’agave cuit ont d’abord été récupérés à la distillerie, après que 
celui-ci ait été déchiqueté par une série de lames (desgaradora), puis congelés en attente 
d’utilisation ultérieure. Pour le dosage de l’effet des différentes préparations 
enzymatiques sélectionnées dans ce travail sur l’agave cuit, les échantillons récupérés à 
la distillerie ont été décongelés, et coupés à l’aide de ciseaux afin d’obtenir des 
morceaux d’approximativement 1 cm3. Puis, la méthodologie suivante a été suivie : 
 
  - 5 g des morceaux obtenus sont introduits dans une fiole d’Erlenmeyer de 125 
ml. 
 
  - 20 ml de tampon acétate 50 mM, pH 4,5 sont ajoutés  
 
  - 50 l de la préparation enzymatique testée sont alors ajoutés  
 
  -  Le tout est mis à incuber 3 h à 40 °C 
 
  -  2 témoins sont incubés en parallèle, l’un ne contenant ni tampon ni enzyme, 
afin de « mimer » ce qui est réalisé à la distillerie, l’autre ne contenant que le solvant, 
afin de pouvoir déterminer l’effet réel de la préparation sur l’agave cuit.  
 
  -  Après incubation, les enzymes sont inactivées par incubation 5 min à 100 °C 
dans un autoclave, puis l’échantillon est plongé dans la glace. 
 
  -   Le jus obtenu, et contenant les sucres extraits par diffusion est alors récupéré 
 
 -  Les morceaux d’agave cuits sont placés dans une seringue de 20 ml et le jus 
emprisonné dans les fibres est exprimé et mélangé avec le jus de diffusion. Pour le 
témoin sans tampon, 20 ml de tampon sont ajoutés 5 min avant d’exprimer le jus.  
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  -  Les sucres contenus dans le jus obtenu sont dosés par la méthode au DNS 
variante A (voir Annexe 1), sur 100 l d’une dilution au 1/10 de l’échantillon, et en 
réalisant une courbe étalon de fructose allant de 0 à 9 g/l. 
 
  -  Le fructose contenu dans le jus obtenu est déterminé par dosage en CLHP 
comme décrit plus haut (voir partie II.4 de ce chapitre). 
 
Une représentation schématique du protocole suivi pour déterminer l’effet des 
différentes préparations sur l’agave cuit est donnée sur la Figure 2.6.  
 
 
 
 
Figure 2.6. Représentation schématique du protocole de détermination de l’effet des 
différentes préparations enzymatiques sur l’agave cuit. 
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VI. Traitements statistiques  
 
 Différents tests statistiques ont été utilisés au cours de cette étude. Nous 
rappelons ici dans quel cas généraux ils sont utilisés, leurs objectifs, et comment ils 
s’interprètent. Tous les tests statistiques présentés ont été réalisés à l’aide du logiciel 
StatGraphics Plus, version 4.0 (Statistical Graphics Corp.) 
 
VI.1. Test t (test de Student)  
 
 Ce test permet de déterminer si deux moyennes d’une grandeur mesurée sont 
significativement différentes. Par exemple, soit x une même grandeur mesurée sur deux 
échantillons indépendants. Les moyennes empiriques de x sont respectivement m1 et m2. 
L’hypothèse Ho testée est : m1 = m2. Si la probabilité obtenue est inférieure au seuil de 
significativité choisi (5 % dans notre cas), l’hypothèse Ho peut être rejetée, et nous 
pouvons conclure que les moyennes sont significativement différentes. Dans le cas 
contraire, Ho ne peut pas être rejetée, et nous conclurons que les données ne sont pas 
incompatibles (à ce niveau de risque) avec l'hypothèse d'égalité des moyennes 
(attention : il ne s'agit pas d'une confirmation de Ho). 
 
VI.2. Test de Wilcoxon-Mann-Whitney  
 
 Ce test permet de comparer si deux médianes d’une grandeur mesurée sont 
significativement différentes. Par exemple, soit x une même grandeur mesurée sur deux 
échantillons indépendants. Les médianes de x sont respectivement m1 et m2. 
L’hypothèse Ho testée est : m1 = m2. Là encore, si la probabilité obtenue est inférieure 
au seuil de significativité choisi, l’hypothèse Ho peut être rejetée, et nous pouvons 
conclure que les médianes sont significativement différentes. Dans le cas contraire, Ho 
ne peut pas être rejetée. Il s’agit d’un test plus ou moins équivalent au test t, mais il est 
plus robuste quand la distribution des valeurs n’est pas normale, ou si le jeu de données 
est faible. Si la distribution des données est supposée normale et de même variance, le 
test t aura la préférence.  
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VI.3.  ANOVA (analyse de variance)  
 
  ANOVA est l'acronyme de "ANalysis Of  VAriance", ou "Analyse de 
Variance". Elle peut être perçue comme une généralisation du test t à plus de deux 
groupes.  
 
Plus généralement, soient k groupes d'observations issus de k distributions 
normales indépendantes de variances identiques, et de moyennes respectives µ1, µ2, ..., 
µk. Les groupes n'ont pas besoin d'avoir des effectifs égaux. 
 
L’ANOVA va tester l'hypothèse nulle Ho :  µ1= µ2 = ... = µk contre l'hypothèse 
alternative H1 : il existe au moins une moyenne différente des autres. 
 
Comme précédemment, si la valeur de probabilité obtenue de l'ANOVA est 
inférieure au seuil de significativité choisi, l'hypothèse d'égalité des moyennes sera 
rejetée. Sinon, on conclura que les données ne sont pas incompatibles (à ce niveau de 
risque) avec l'hypothèse d'égalité des moyennes.  
 
VI.4. Test de Newmann-Keuls (test de comparaison multiple)  
 
  Le test de Newman-Keuls est un test de comparaison de moyennes par paires, 
pratiqué à l’issue d’une ANOVA. Dans le cas du rejet de H0 après l’ANOVA, on ne 
peut conclure que de la façon suivante : « Il existe au moins un groupe parmi les k dont 
la moyenne diffère significativement des autres au risque consenti près ». Là s’arrêtent 
les conclusions d’une ANOVA, celle-ci ne permettant pas de pousser plus loin l’analyse 
afin de préciser quel(s) groupe(s) ont une (des) moyenne(s) significativement 
différente(s) de celles des autres groupes. Le test de Newman-Keuls est une des 
procédures permettant de compléter l’ANOVA. Le résultat du test est une série de 
groupes dont les moyennes sont considérées comme significativement différentes, au 
niveau de risque  choisi (5 % dans notre cas).  
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VI.5. Diagramme de Pareto  
 
À plusieurs endroits dans ce document, nous présentons des diagrammes dits 
diagrammes de Pareto. Il s’agit de graphiques représentant l'importance relative de 
différents effets sur un phénomène (ou une variable). Le logiciel StatGraphics fournit 
des diagrammes de Pareto qui montrent, à partir des données obtenues d’une ANOVA, 
les effets estimés sur une variable donnée par ordre d’importance. La longueur de 
chaque barre représente l’effet standardisé, qui correspond à l’effet estimé divisé par 
son écart-type. Une ligne verticale ajoutée sur les diagrammes de Pareto construits par 
le logiciel permet d’apprécier les effets significatifs. Ainsi, les barres qui dépassent cette 
ligne correspondent à des effets significatifs au seuil de 5 %.  
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Introduction  
 
 Ce chapitre est consacré à l’étude de la validité des méthodes de détermination 
des teneurs en sucres appliquées de façon générale dans l’industrie de la tequila, et en 
particulier à la distillerie d’Arandas, telles qu’elles sont décrites dans la partie I du 
Chapitre 2. Il est également consacré à l’étude des bilans sur les sucres à partir des 
dosages réalisés en routine à cette distillerie. 
 
 Plus spécifiquement, nous avons vérifié si la détermination de la teneur en 
sucres de l’agave cru était satisfaisante. En effet, la bonne détermination de la quantité 
de sucres en entrée du procédé est indispensable pour pouvoir réaliser des bilans 
fiables. Cette partie de l’étude était donc un pré-requis nécessaire pour poser des bases 
de travail solide, et savoir le niveau de confiance que l’on pouvait accorder aux données 
fournies par la distillerie.  
  
 De plus, il est courant, dans le secteur de la tequila, que les distilleries payent 
l’agave en fonction de sa teneur en sucres. Ce point crée des désaccords entre les 
cultivateurs d’agave, les agaveros, et les producteurs de tequila, les tequileros. En effet, 
les premiers affirment que la teneur de leurs agaves est sous-estimée à cause de 
méthodes analytiques mal adaptées. Par ailleurs, il est également courant de voir baisser 
le prix du kg d’agave pendant la saison des pluies au Mexique, car il est coutume de 
dire que la plante se gorge d’eau et donc que sa teneur en sucres, exprimée en masse de 
sucres par rapport à la masse de matière fraîche, diminue. Nous avons donc, dans cette 
partie de l’étude, réalisé un certain nombre d’expériences afin de faire la part du mythe 
et de la réalité sur ces différents points.  
 
 
 
 
 
 
 
Chapitre 3 : Validation des méthodes de détermination des teneurs en sucres 
appliquées à la distillerie - Réalisation d’un bilan 
 96 
I. Validation des techniques d’extraction et de dosage des sucres de 
l’agave cru  
I.1. Effets du solvant, de la température, et du temps de diffusion sur 
l’extraction des sucres  
 
 Dans la partie I.4 du Chapitre 2, nous avons décrit la technique d’extraction des 
sucres de l’agave cru appliquée au laboratoire de la distillerie. Afin de vérifier que cette 
technique était satisfaisante, nous avons réalisé un plan d’expériences inspiré de celle-
ci, mais en travaillant avec 50 g d’agave et 1,5 l de solvant (au lieu de 100 g et 3 l de 
solvant), et en faisant varier les paramètres suivants : 
 
  - Solvant utilisé pour l’extraction : eau ou éthanol à 80 % (V/V)  
 
   - Température du solvant : 20 °C ou 75 °C 
 
   - Temps d’extraction : 5 min ou 15 min.  
 
 Chaque extraction a été réalisée en double. La quantité de sucres récupérés 
(exprimée en sucres réducteurs totaux ou SRT) dans chacune d’elles est représentée sur 
la Figure 3.1.  
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Figure 3.1. Histogramme représentant la quantité de sucres récupérés en fonction des 
paramètres d’extraction : solvant : eau ou éthanol à 80 % (V/V) (noté EtOH) ; temps : 5 min 
ou 15 min ; température : 20 °C ou 75 °C. Toutes les extractions ont été réalisées dans un 
mélangeur industriel à partir de 150 g d’agave cru, en utilisant 1,5 l de solvant. SRT : sucres 
réducteurs totaux.  
 
 Cet histogramme montre que la meilleure extraction a été réalisée dans les conditions 
suivantes : solvant eau, temps 15 min, température 75°C et que, dans tous les cas, l’eau 
permet une meilleure extraction que l’éthanol. 
 
 Une ANOVA (voir Chapitre 2, partie VI) réalisée sur ces résultats a permis de 
montrer que tous les facteurs avaient un effet significatif sur la quantité de sucres extraits : 
solvant (p<10-4), température (p<10-4), temps (p=0.0379), ainsi que chacune des interactions 
entre facteurs. Les Figures 3.2 et 3.3, représentant les effets des différents facteurs sur la 
quantité de sucres extraits, montrent cependant que le solvant est de loin le facteur influant 
le plus, l’eau permettant une meilleure extraction que l’éthanol. Enfin, l’analyse de la 
Figure 3.4, représentant les interactions entre facteurs, montre que ni la température ni le 
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temps d’extraction ne sont significatifs dans le cas où celle-ci est réalisée à l’eau, puisque les 
déviations standard se recouvrent.   
Effet standardisé
0 5 10 15 20 25 30
BC
C:temps
AC
AB
B:temperature
A:solvant
 
Figure 3.2. Diagramme de Pareto représentant les effets du solvant, de la température, 
et du temps d’extraction sur la quantité de sucres récupérés. Lorsque l’effet dépasse la 
ligne bleue, il est significatif.  
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Figure 3.3. Graphique représentant les effets des différents facteurs sur la quantité de 
sucres récupérés. SRT : sucres réducteurs totaux. EtOH : éthanol à 80 % (V/V). 
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Figure 3.4. Graphiques représentant les effets des interactions entre facteurs sur la 
quantité de sucres récupérés. SRT : sucres réducteurs totaux. EtOH : éthanol à 80 % 
(V/V).  
 
  
 Il peut être conclu de ce plan d’expériences et des tests statistiques associés que 
l’utilisation d’eau à température ambiante, pendant 5 minutes (technique utilisée à la 
distillerie) est appropriée pour extraire de façon efficace les sucres de l’agave cru, pré-requis 
nécessaire pour bien déterminer le potentiel en sucres en entrée du procédé.  
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I.2. Effet de la réalisation de lavages supplémentaires sur l’extraction des 
sucres 
 
 Afin de compléter la validation de la technique d’extraction utilisée au 
laboratoire de la distillerie, l’effet de lavages supplémentaires sur la quantité de sucres 
extraits de l’agave cru a été étudié. Pour cela, nous avons reproduit l’extraction dans les 
mêmes conditions qu’au laboratoire de la distillerie (notée lavage 1 dans le Tableau 
3.1), mais en soumettant la sciure d’agave à un lavage supplémentaire dans les mêmes 
conditions, avec 0,4 l d’eau (noté lavage 2 dans le tableau), afin de s’assurer qu’il n’y 
avait pas saturation lors du premier lavage, puis à un lavage avec 0,4 l d’éthanol à 80 % 
(V/V) (noté lavage 3 dans le tableau) afin de s’assurer qu’il n’y avait pas une extraction 
différentielle selon le solvant utilisé. L’expérience a été réalisée en quintuple. Les 
résultats sont présentés dans le Tableau 3.1.  
 
 
Tableau 3.1. Quantité de sucres extraits lors des différents lavages de la sciure d’agave 
réalisés. Les lavages ont été effectués dans un mélangeur industriel, à partir de 300 g 
d’agave cru, et à température ambiante. Lavage 1 : extraction avec 3 l d’eau et mixage 
5 min. Lavage 2 : extraction avec 0,4 l d’eau et mixage 5 min.  Lavage 3 : extraction 
avec 0,4 l d’éthanol à 80 % (V/V) et mixage 5 min. SRT : sucres réducteurs totaux.  
 
Lavage 1 Lavage 2 Lavage 3 
1 28,74 0,50 < 0,40
2 27,99 0,52 < 0,40
3 27,87 0,52 < 0,40
4 28,74 0,56 < 0,40
5 29,27 0,49 < 0,40
Quantité de sucres récupérés (SRT) (g)
Expérience
 
 
 Ce tableau montre que la réalisation d’un second lavage avec de l’eau ne 
permet, dans tous les cas, de récupérer que moins de 2 % de sucres supplémentaires par 
rapport au premier lavage. Nous pouvons observer, de plus, qu’il n’y a pas de sucres 
supplémentaires extraits à l’éthanol à 80 % (V/V). Ces résultats montrent que la 
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technique d’extraction utilisée au laboratoire est adaptée, et que la réalisation de 
lavages supplémentaires est inutile, surtout au vu de la précision requise, puisque plus 
de 98 % des sucres sont extraits avec un seul lavage.   
 
I.3. Effet du temps d’hydrolyse acide sur le dosage des sucres 
 
Un autre paramètre mis en cause par les agaveros est le temps d’hydrolyse acide 
des fructanes (5 min) appliqué pour déterminer la teneur en SRT de l’agave. En effet, ce 
temps court d’hydrolyse peut éventuellement conduire à une libération incomplète des 
sucres simples et donc à une sous-estimation des SRT réellement présents. L’extraction 
réalisée au laboratoire d’analyse de la distillerie a donc été reproduite et les quantités de 
SRT déterminées après des temps d’hydrolyse à l’acide chlorhydrique de 5 ou 15 min 
ont été comparées. L’expérience a été réalisée en quintuple. Les résultats obtenus sont 
rapportés dans le Tableau 3.2.  
 
Tableau 3.2. Quantité de SRT déterminés en fonction du temps d’hydrolyse acide 
appliqué avant dosage.  
5 min d'hydrolyse acide 15 min d'hydrolyse acide 
1 29.79 30.35
2 29.93 30.06
3 30.35 30.06
4 31.36 30.63
5 30.06 30.35
Quantité de sucres déterminée (SRT) (g)
Expérience
 
 
Un test de Student (test t, test de comparaison de moyennes, voir Chapitre 2, 
partie VI) appliqué sur ces données montre qu’il n’existe aucune différence significative 
entre la quantité de SRT déterminée après 5 ou 15 minutes d’hydrolyse acide (p = 0.98). 
Un temps d’hydrolyse de 5 min est donc suffisant pour hydrolyser totalement les 
fructanes extraits de l’agave cru et libérer tous les sucres simples, condition 
indispensable pour bien déterminer la teneur en sucre.  
 
Chapitre 3 : Validation des méthodes de détermination des teneurs en sucres 
appliquées à la distillerie - Réalisation d’un bilan 
 102 
Remarque : compte tenu du faible jeu de données, nous avons également appliqué un 
test de Wilcoxon-Mann-Whitney (test de comparaison de médianes, voir Chapitre 2, 
partie VI), plus robuste dans ce cas. La valeur de probabilité obtenue (p = 0,52) montre 
encore une fois qu’il n’existe aucune  différence significative.  
 
II. Teneur en sucres de l’agave en fonction de la saison (sèche/pluies) 
 
Afin de vérifier s’il existe réellement des différences de teneur en sucres de 
l’agave entre la saison sèche et la saison des pluies, nous avons d’abord délimité ces 2 
saisons à l’aide de statistiques de précipitations annuelles tombées à Guadalajara, 
capitale de l’état de Jalisco (où est cultivée la quasi-totalité d’agave bleu), entre 1961 et 
2000, et représentées Figure 3.5.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.5. Distribution annuelle des précipitations et des températures à Guadalajara, 
Jalisco. Statistiques 1961-2000. Source : Corral et coll. 2003. 
 
 
Cette figure illustre parfaitement l’existence de 2 saisons marquées 
principalement par la quantité de précipitations dans chacune d’elle. Visuellement, nous 
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pouvons définir une saison des pluies s’étalant du mois de juin au mois de septembre, et 
une saison sèche s’étalant d’octobre à mai. Ainsi, nous avons récupéré à la distillerie les 
historiques des teneurs en sucre (% SRT par rapport à la matière fraîche) des agaves 
achetés au cours des années de production 2004 et 2005, et avons ensuite représenté la 
répartition des valeurs pour chacune des saisons (Figures 3.6 et 3.7).   
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Figure 3.6. Répartition de la teneur en sucres (% SRT) des agaves achetés à la 
distillerie en saison sèche au cours des années de production 2004 et 2005. SRT : sucres 
réducteurs totaux. 
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Figure 3.7. Répartition de la teneur en sucres (% SRT) des agaves achetés à la 
distillerie en saison des pluies au cours des années de production 2004 et 2005. SRT : 
sucres réducteurs totaux. 
 
Ces figures montrent une répartition typiquement normale de la teneur en sucres 
pour chacune des saisons. Un test de Student a donc été appliqué pour comparer les 
moyennes de chacune des saisons. La valeur de probabilité obtenue (p = 0,015) montre 
que sur notre jeu de données, il existe une différence significative. Contre toute attente, 
la teneur en sucre des agaves a été trouvée significativement plus élevée en saison des 
pluies (% SRT = 25,39 ± 0,13) qu’en saison sèche (% SRT = 25,66 ± 0,14). Si les 
statistiques nous disent qu’il existe une différence significative, il est clair, cependant, 
qu’au niveau industriel, les moyennes trouvées pour les deux saisons sont suffisamment 
proches pour être imperceptibles dans le procédé, et pour considérer qu’il n’y a aucune 
différence de teneur en sucres selon la saison. En particulier, un test de Wilcoxon-
Mann-Whitney, qui compare les médianes et non les moyennes, et utilise un autre 
algorithme, donne une valeur de probabilité non significative sur le même jeu de 
données (p = 0,47).  Dans tous les cas, il apparaît, au vu de nos données, qu’il est faux 
d’affirmer que l’agave est moins concentré en sucres lors de la saison des pluies à cause 
du fait qu’il se gonfle d’eau.  
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III. Vérification et validation des bilans en sucres de la distillerie 
 
 Afin de valider les bilans réalisés à la distillerie, nous avons récupéré l’ensemble 
des historiques d’un mois de production (janvier 2005), et vérifié que le bilan total sur 
les sucres pour les étapes d’extraction (cuisson et pressage, voir Chapitre 1, partie IV) 
était correct. Celui-ci est présenté dans le Tableau 3.3. Pour plus de clarté, nous avons 
rapporté le bilan à 50 tonnes d’agave, ce qui correspond à la capacité d’un four.  
 
 
Tableau 3.3. Bilan sur les sucres des étapes d’extraction (cuisson et pressage) obtenu à 
partir des historiques d’un mois de production, et rapporté à 50 tonnes d’agave. SRD : 
sucres réducteurs directs. SRT : sucres réducteurs totaux. MF : matière fraîche. 
 
 
SRD (kg) SRT (kg)
quantité (kg) 50 000
% SRT (/MF) 25,17
quantité (l) 17201
SRD (g/l) 119,09
SRT (g/l) 132,75
% d'hydrolyse 89,71
quantité (l) 162924
SRD (g/l) 59,51
SRT (g/l) 63,50
% d'hydrolyse 93,70
quantité (kg) 8270
% SRT (/MF) 2,69
sucres entrée du procédé non quantifiés 12583,9
sucres sortie du procédé 11744,0 12852,0
non quantifiés 222,5
non quantifiés 12583,9
Su
cr
e
s 
so
rt
ie
miel de cuisson (avec hydrolyse acide supplémentaire)
2048,5 2283,4
jus de presse
9695,6 10346,2
bagasse
Su
cr
es
 
en
tr
ée
agave cru
 
 
Remarque : il est important de noter que ce bilan a été réalisé à partir de 
moyennes non pondérées et qu’il n’est fiable qu’en considérant une constance, ou du 
moins une faible variabilité des quantités obtenues de miel de cuisson, jus de presse, et 
bagasse, ce qui est le cas à la distillerie d’Arandas. 
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 Le Tableau 3.3 montre que le bilan sur les sucres est correct, puisque l’erreur 
entre les sucres en entrée du procédé et en sortie du procédé, déterminée par la formule 
suivante : 100),((%) ×
−
=
entréesortie
entréesortie
sucressucresmoyenne
sucressucres
erreur  est de 2,1 %.  
 
 Il est difficile de calculer une réelle perte, puisque la quantité de sucres 
déterminée en sortie du procédé est légèrement supérieure à celle déterminée en entrée 
du procédé, mais en considérant que les seuls sucres perdus le sont dans la bagasse, 
seuls 1,7 % ne sont pas récupérés, et le rendement apparent de l’extraction est de 98,3 
%.  
  
 L’analyse du Tableau 3.3 montre également que les fructanes sont bien 
hydrolysés avec le procédé actuel de la distillerie : les fructanes contenus dans le jus, 
qui ont subi la totalité du traitement thermique (cuisson), sont hydrolysés en moyenne à 
93,7 %, et les fructanes contenus dans le miel de cuisson, qui ont subi seulement en 
partie le traitement thermique (puisque le miel de cuisson est purgé tout au long de la 
cuisson) et le traitement à l’acide sulfurique supplémentaire, sont hydrolysés à un taux 
moyen de 89,71%. En prenant en compte les quantités relatives de sucres récupérés 
dans le miel et dans le jus de presse, nous pouvons déterminer le taux moyen global 
d’hydrolyse des sucres récupérés par la formule :  
 
Taux d’hydrolyse global (%) = 100×
+
+
jusmiel
jusmiel
SRTSRT
SRDSRD
 
 
 Dans notre cas précis, l’application de cette formule montre que les sucres 
récupérés sont hydrolysés à un taux global de 93 %.   
  
 L’étude du bilan sur les sucres montre également clairement que le 
remplacement de l’hydrolyse acide des miels par un traitement enzymatique ne devra 
pas avoir prétention à obtenir un gain important en sucres fermentescibles, puisque le 
traitement acide permet une hydrolyse proche de 90 %, et que les sucres provenant du 
miel ne représentent que 17,5 % environ du total des sucres récupérés (miel + jus). Le 
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remplacement de l’hydrolyse acide par une hydrolyse enzymatique devra 
principalement prétendre à pouvoir éliminer du procédé un traitement chimique 
dangereux et présentant d’autres inconvénients déjà exposés dans l’Introduction et dans 
le Chapitre 1 de ce document, en le remplaçant par un traitement biocatalytique, qui 
doit permettre d’éviter ces inconvénients, plus que d’améliorer le rendement 
d’obtention de sucres fermentescibles. De même, la faible teneur en sucres de la 
bagasse montre que les sucres sont bien extraits lors de l’étape de pressage, et un 
traitement enzymatique préalable de l’agave cuit pour améliorer sa pressabilité devra 
principalement prétendre à faire en sorte de diminuer la quantité d’eau de lavage 
utilisée dans l’étape de pressage et obtenir un jus plus concentré en sucres.   
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Conclusion 
 
 Dans cette partie, nous avons démontré que les méthodes de détermination de la 
teneur en sucres de l’agave appliquées dans les distilleries de tequila, et en particulier au 
laboratoire de la distillerie d’Arandas, sont bien adaptées, et que le bilan sur les sucres 
réalisé à partir des historiques de cette distillerie était correct. Ceci démontre que les 
données fournies par la distillerie sont fiables. Par ailleurs, nous avons pu montrer que 
l’agave, contrairement à ce qu’il est courant de dire dans le secteur de la tequila, ne 
contient pas moins de sucres en saison des pluies qu’en saison sèche. Il est donc 
illogique que son prix diminue en saison des pluies. 
 
Enfin, l’étude du bilan sur les sucres de la distillerie a permis de montrer que le 
traitement enzymatique du miel de cuisson envisagé dans ce travail pour remplacer 
l’hydrolyse acide devra principalement prétendre au remplacement d’un traitement 
chimique dangereux et présentant d’autre inconvénients, par un traitement 
biocatalytique permettant d’éviter ces inconvénients, plus que d’améliorer le rendement 
d’obtention de sucres fermentescibles. De même, le traitement enzymatique de l’agave 
cuit envisagé dans ce travail pour améliorer sa pressabilité devra prétendre 
principalement en la diminution de la quantité d’eau utilisée dans cette étape pour 
extraire les sucres et obtenir un jus de presse plus concentré.  
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Introduction  
 
 Dans le procédé traditionnel d’élaboration de la tequila, les piñas d’agave sont 
d’abord cuites à la vapeur dans des fours en brique pendant environ 36 h, afin 
d’hydrolyser les fructanes qu’elles contiennent et libérer du fructose comme principal 
sucre fermentescible. Durant cette étape, une partie de la vapeur se condense et 
s’accumule dans la partie inférieure des fours. La vapeur condensée extrait par diffusion 
sucres et autres composés solubles des piñas, générant un jus sucré appelé « miel de 
cuisson », recueilli tout au long de cette étape. À la distillerie d’Arandas, la cuisson se 
déroule plus précisément de la façon suivante : la vapeur est injectée à l’intérieur d’un 
four de 100 m3 chargé d’environ 50 tonnes d’agave, complètement fermé, afin de 
permettre dans un premier temps sa pressurisation. Cette étape dure 5 à 6 h. Pendant 
celle-ci, le miel de cuisson commence à s’accumuler dans le four. Quand une 
surpression de 17 000 Pa est atteinte (surpression correspondant à une température de la 
vapeur d’environ 100 °C dans le four, compte tenu du fait que la distillerie est située à 
environ 2 000 m d’altitude), le four est purgé lentement afin d’éviter l’accumulation 
d’un excès de miel à l’intérieur. Celui-ci commence donc à couler de façon continue et 
est recueilli dans des cuves durant toute la cuisson. Il est important de noter que la purge 
est réalisée lentement de façon à éviter une diminution de la pression dans le four. Une 
sorte d’équilibre se crée donc : du miel est généré et s’accumule dans le four, et dans le 
même temps, une partie est évacuée, de façon à ce que le four contienne en permanence 
un volume plus ou moins constant de miel. Après 30 heures de cuisson, l’injection de 
vapeur est stoppée et les piñas continuent à cuire pendant 6 h supplémentaires avec la 
vapeur résiduelle. Puis, le four, alors complètement purgé, est ouvert pour accélérer le 
refroidissement des piñas.   
 
Dans ce chapitre, nous avons étudié les profils de cuisson dans les fours 
traditionnels de la distillerie d’Arandas, et plus particulièrement l’effet de ce traitement 
sur l’hydrolyse des fructanes. Le miel prêt à être soumis à une hydrolyse supplémentaire 
(hydrolyse acide dans le procédé actuel) a également été caractérisé. Pour cela, 
différents échantillonnages et analyses du miel s’écoulant d’un four durant toute la 
durée de la cuisson, d’une part, et du miel prêt à être soumis au traitement 
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supplémentaire, d’autre part, ont été réalisés. Ces échantillonnages sont décrits en détail 
dans la partie II du Chapitre 2.  
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I. Évolution de la couleur et du pH du miel s’écoulant au cours de la 
cuisson  
 
Comme le montrent les Figures 4.1 et 4.2, le miel sortant des fours fonce 
régulièrement au cours de la cuisson. L’augmentation de l’absorbance à 490 nm 
représentée sur la Figure 4.2 permet de « quantifier » le brunissement observable sur la 
Figure 4.1. Durant les premières heures de cuisson, cependant, l’absorbance décroît 
légèrement avant d’augmenter fortement. Ce comportement peut être dû au fait que 
dans les premières heures d’écoulement, le miel de cuisson contient de la terre et autres 
résidus provenant de la surface des piñas, qui peuvent contribuer à colorer le miel. 
 
 
  
Figure 4.1. Évolution de la couleur du miel s’écoulant au cours de la cuisson. 
 
Alors que l’absorbance du miel augmente, son pH diminue régulièrement au 
cours de la cuisson, d’un pH de 4,8 lorsqu’il commence à s’écouler (5 h 30 après le 
début de la cuisson) à 4,1 en fin de cuisson (36 h, voir Figure 4.2).   
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Figure 4.2. Évolution du pH et de l’absorbance du miel s’écoulant au cours de la 
cuisson. 
 
L’augmentation de l’absorbance en parallèle avec la diminution du pH est en 
accord avec des travaux déjà publiés sur la cuisson des piñas d’agave (Mancilla-
Margalli et Lopez 2002), et est caractéristique des réactions de Maillard (Apriyantono 
et Ames 1993). En effet, le brunissement est en général directement lié à la génération 
de composés de Maillard, qui ont une influence sur la flaveur du produit final. En plus 
des réactions de Maillard, une caramélisation des sucres peut avoir lieu dans les 
conditions de cuisson des piñas. Ce phénomène pourrait ainsi également participer au 
brunissement observé. La diminution du pH peut être due à la formation d’acides 
organiques ou à l’incapacité des groupes aminés à agir comme bases lorsque ceux-ci 
ont réagi au cours des réactions de Maillard (Mancilla-Margalli et Lopez 2002).  
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II. Évolution de la teneur totale en sucres, du degré Brix et de la 
température du miel s’écoulant au cours de la cuisson 
 
La Figure 4.3. montre l’évolution de la teneur en sucres, du degré Brix et de la 
température du miel s’écoulant au cours de la cuisson. Une très bonne corrélation entre 
le degré Brix et la teneur totale en sucres peut être observée sur cette figure, et montre 
que l’utilisation de densimètres à la distillerie est adaptée pour estimer les teneurs en 
sucres.  
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Figure 4.3. Évolution de la teneur en sucres, du degré Brix et de la température du miel 
s’écoulant au cours de la cuisson. 
 
La teneur en sucres du miel augmente régulièrement au cours de la cuisson : 
celle-ci passe de 175,7 g/kg lorsque le miel commence à couler à 289,5 g/kg à la fin de 
la cuisson, alors que le degré Brix passe de 16,6 à 30,3 dans la même temps. Cette 
augmentation ne peut pas s’expliquer seulement par l’hydrolyse des fructanes qui a lieu 
au cours de la cuisson, mais peut être due à une diminution de la fermeté de l’agave au 
cours de ce processus, qui peut se traduire par une meilleure diffusion des composés 
solubles qu’elle contient, et plus particulièrement des sucres.  
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Concernant la température, deux périodes peuvent être distinguées. La première 
va du début de la cuisson jusqu’à 30 h. Pendant celle-ci, la température varie entre 66,5 
et 78,5 °C. La seconde correspond aux six dernières heures de cuisson (de 30 à 36 h), 
pendant laquelle la température diminue à moins de 50 °C. Cette diminution est logique 
puisqu’elle correspond à l’arrêt de l’injection de vapeur dans le four.  
 
III. Évolution de la concentration en HMF du miel s’écoulant au cours de 
la cuisson  
 
La concentration en HMF dans le miel s’écoulant au cours de la cuisson 
augmente d’une valeur initiale d’environ 50 mg/kg à plus de 3 000 mg/kg en fin de 
cuisson (voir Figure 4.4). Cette augmentation importante illustre à la fois la production 
de composés de Maillard et la déshydratation d’une partie des sucres au cours de la 
cuisson (Shimamura et coll. 2000). Ce comportement est en accord avec des travaux 
déjà publiés. En effet, Marcilla-Margalli et al. (2002) décrivent le HMF comme l’un des 
composés de Maillard les plus importants rencontrés dans le miel obtenu de la cuisson 
de l’agave bleu, avec des valeurs atteignant plus de 4 000 ppm.  
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Figure 4.4. Évolution de la concentration en HMF dans le miel s’écoulant au cours de 
la cuisson. 
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Il est essentiel de noter l’importance du HMF dans la production de tequila. 
D’une part, ce composé joue un rôle important dans la flaveur du produit final, et sa 
contribution partielle à l’arôme caractéristique d’agave cuit est reconnue (Lamas Robles 
et coll. 2004). Sa présence est donc indispensable dans le produit final. D’autre part, le 
HMF et autres furfurals sont connus pour avoir un effet inhibiteur sur les levures (Azhar 
et coll. 1981 ; Taherzadeh et coll. 1997 ; Palmqvist et Hahn-Hagerdal 2000 ; 
Taherzadeh et coll. 2000), et particulièrement sur Saccharomyces cerevisiae, levure la 
plus souvent utilisée pour l’étape de fermentation dans la production de tequila. Ainsi, 
des effets négatifs sur le taux de croissance, le rendement de fermentation et la 
composition de la cellule ont été rapportés pour des concentrations en HMF allant de 
1000 à 5000 mg/l. Dans le cas de l’élaboration de la tequila, cependant, le miel de 
cuisson est mélangé entre autres avec le jus obtenu du pressage de l’agave cuit pour la 
formulation du moût de fermentation, et à la distillerie d’Arandas, la teneur en HMF du 
moût au départ de la fermentation est d’environ 500 mg/kg (voir Chapitre 6, partie 
III.2), valeur inférieure, donc, aux concentrations inhibitrices rapportées. De plus, dans 
le cas de la tequila, le pH durant l’étape de fermentation est généralement proche de 4,5  
(Cedeño 2003), et il a été rapporté antérieurement qu’à ce pH les effets inhibiteurs des 
composés résultant de réactions de Maillard étaient limités (Tauer et coll. 2004).    
 
Le HMF n’est pas dosé dans la tequila, mais la teneur en furfural, elle, est 
limitée par la norme (Secretaría de Economía 2005). 
 
IV. Évolution de la composition en sucres du miel s’écoulant au cours de 
la cuisson - Évolution de l’hydrolyse et du DP moyen des fructanes  
 
La Figure 4.5 illustre l’efficacité de l’hydrolyse des fructanes et la libération 
correspondante de fructose au cours de la cuisson. Nous pouvons en effet observer la 
disparition progressive des fructanes (DP  3) parallèle à l’apparition de fructose. La 
proportion de fructanes décroît de plus de 80 % à environ 5 % du total des sucres 
contenus dans le miel de cuisson. Au contraire, la proportion de fructose passe de 12 % 
dans le miel s’écoulant au début de la purge à 80 % dans le miel sortant en fin de 
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cuisson. La composition du miel se stabilise après 25,5 h de traitement thermique, et 
seule une très légère variation de sa composition est observée après ce temps-là. 
 
Figure 4.5. Évolution de la composition en sucres du miel s’écoulant au cours de la 
cuisson. 
 
Comme attendu, la proportion de glucose augmente également au cours de la 
cuisson (de 2 % à 8 % du total des sucres), résultat de l’hydrolyse des fructanes, la 
majorité des molécules de fructane contenant une unité glucose. Le comportement le 
plus surprenant est celui des diosides (DP2), pour lesquels une lente augmentation est 
d’abord observée pendant les vingt premières heures de cuisson (d’approximativement 
4,0 à 9,5 % des sucres totaux), avant une diminution dans les dernières heures (jusqu’à 
6,5 % des sucres totaux). Ce comportement pourrait résulter d’un effet combiné de 
l’apparition de DP2 provenant de l’hydrolyse des fructanes, en parallèle avec 
l’hydrolyse thermique des DP2. La présence de DP2 résiduels en fin de cuisson n’était 
pas attendue, mais ceux-ci représentent une faible proportion des sucres totaux. Elle 
pourrait résulter en partie de la co-élution d’autres composés avec les DP2, entraînant 
une surestimation des diosides lors de l’intégration du chromatogramme correspondant.  
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Une explication similaire peut être donnée à la présence de fructanes résiduels en 
fin de cuisson, puisque leur concentration est estimée par l’aire du pic d’exclusion des 
chromatogrammes, qui contient des composés interférents, tel que des sels par exemple. 
La présence de composés interférents est renforcée par l’analyse de la Figure 4.6, qui 
montre qu’à la fin de la cuisson, les fructanes sont hydrolysés à un taux d’environ 98 %. 
Ceci signifie, en d’autres termes, que seulement 2 % des sucres ne sont pas totalement 
hydrolysés (loin de la somme de fructanes et DP2 résiduels détectés en 
chromatographie). Ce taux d'hydrolyse démontre également l’efficacité d’un traitement 
thermique (cuisson) pour dégrader les fructanes contenus dans l’agave.  
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Figure 4.6. Évolution du pourcentage d’hydrolyse et du DP moyen des fructanes 
contenus dans le miel s’écoulant au cours de la cuisson. 
 
Le DP moyen apparent des fructanes contenus dans le miel de cuisson diminue, 
comme attendu, au cours du processus de cuisson. La Figure 4.6 montre que celui-ci 
évolue d’approximativement DP 14 à DP3. Le fait que la valeur finale soit différente de 
1 s’explique peut-être par la méthode de calcul du DP moyen apparent. En effet, comme 
décrit dans la partie II.6 du Chapitre 2, afin de calculer le DP moyen apparent, nous 
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faisons l’hypothèse que chaque molécule de fructane contient une unité glucose. Ainsi, 
par exemple, si à la fin de la cuisson il reste des dimères résiduels de fructose, l’absence 
de résidus glucose aura tendance à causer une augmentation du DP moyen apparent. Par 
exemple, une molécule de saccharose et un dimère de fructose seront vus comme un 
fructane ayant un DP moyen apparent de 4 (1 résidu glucose et 3 résidus fructose).  
  
Enfin, nous pouvons noter que de nombreux travaux ont rapporté la formation de 
molécules appelées di-D-fructose dianhydrides, résultant de la dégradation thermique de 
l’inuline (Blize et coll. 1994 ; ManleyHarris et Richards 1996 ; Christian et coll. 2000 ; 
Bohm et coll. 2005). Ces composés sont clivés en présence d’acide et forment deux 
monomères de fructose (Bohm et coll. 2005). Dans ce sens, nous pouvons imaginer que 
ces composés apparaissent de la même façon au cours de la cuisson des piñas d’agave. 
Ainsi, ils pourraient être les composés interférents supposés plus haut, c’est-à-dire qu’ils 
pourraient être responsables de la présence d’un pic résiduel de diosides dans les 
chromatogrammes des échantillons de miel récupérés en fin de cuisson (Figure 4.5). De 
plus, ils pourraient expliquer le fait que le DP moyen apparent mesuré en fin de cuisson 
soit différent de 1, et pourquoi le pourcentage d’hydrolyse n’excède pas 98 %, puisque 
les méthodes de détermination du DP moyen apparent et du pourcentage d’hydrolyse 
incluent une étape d’hydrolyse acide. 
 
V. Caractérisation des échantillons de miel prêts à être soumis au 
traitement hydrolytique supplémentaire (MPH).  
 
Les figures 4.5 et 4.6 montrent que le miel récupéré au début de la purge du four 
est très peu hydrolysé (pourcentage d’hydrolyse < 20 %, proportion de fructose : 12 %), 
et que le taux d’hydrolyse du miel s’écoulant évolue régulièrement jusqu’à atteindre un 
maximum de 98 % après 25,5 h de cuisson. Concrètement, il est important de 
comprendre que le miel réellement recueilli pour être ensuite fermenté correspond à un 
mélange du miel sortant tout au long de l’étape de cuisson, et, comme nous venons de le 
voir, dont la composition varie régulièrement. Afin de pouvoir caractériser de façon 
précise le miel réellement recueilli, sur lequel est appliqué le traitement d’hydrolyse 
acide dans le procédé actuel, et pour lequel nous envisageons le traitement enzymatique, 
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un échantillonnage des cuves où est accumulé celui-ci a été réalisé. Cet échantillonnage 
est décrit dans la partie II du Chapitre 2.  
 
Il faut noter que la distillerie possède deux cuves d’accumulation du miel, de 15 
000 l chacune. La cuisson d’un four génère en général 17 à 20 000 l de miel. En 
supposant que les deux cuves soient vides au départ, le travail d’un four remplit une 
cuve et environ 1/3 de la seconde. Cependant, nous venons de montrer que le miel 
sortant en début de cuisson est beaucoup moins hydrolysé que celui sortant en fin de 
cuisson (car ce dernier a subi la totalité du traitement thermique). La seconde cuve est 
donc remplie à 1/3 avec du miel plus hydrolysé que celui de la première cuve. Dans la 
réalité industrielle, lorsque le miel de cuisson du four suivant commence à sortir, il sert 
d’abord à terminer de remplir la seconde cuve (pendant que le miel de la première cuve 
est envoyé en fermentation). Ainsi, afin de caractériser la variabilité en conditions 
réelles du miel prêt à être soumis à l’hydrolyse supplémentaire (MPH), 10 échantillons 
ont été prélevés en conditions habituelles de production sur 10 cuves d’accumulation de 
miel remplies consécutivement au cours de 2 semaines de production continue.   
 
Le Tableau 4.1 présente les résultats des analyses conduites sur chacun des 10 
échantillons de MPH. 
 
Nous avons mesuré dans chacun de ces échantillons la perte en sucres 
fermentescibles et la perte en alcool correspondante si aucun traitement supplémentaire 
pour compléter l’hydrolyse n’était réalisé. L’estimation de la perte en alcool a été 
réalisée de la façon suivante : la concentration en sucres théorique fermentescibles (dans 
l’hypothèse d’une hydrolyse totale ; voir les valeurs de SRT dans le Tableau 4.1) a été 
comparée à la concentration en sucres fermentescibles déterminée dans le miel de 
cuisson récolté (glucose + fructose + 1,0526 DP2, en prenant en compte que 1 g de 
saccharose correspond à 1,0526 g de glucose + fructose) pour déterminer la perte en 
sucres fermentescibles. Puis, nous avons utilisé l’équation de Gay-Lussac pour 
déterminer la perte correspondante en éthanol (1 mole d’hexose permet la formation de 
2 moles ou 116,6 ml d’éthanol pur, si l’on considère une efficacité de fermentation de 
100 %).  
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Tableau 4.1. Composition en sucres, degré Brix (°Brix) et degré d’hydrolyse des 
échantillons de miels prêts à être soumis à hydrolyse supplémentaire (MPH) - Pertes 
théoriques en sucre fermentescibles et en éthanol sans hydrolyse supplémentaire. 
 
Echantillon 
de MPH
 Fructanes 
(estimation) 
(g/l)
DP2   
(g/l)
Glucose 
(g/l)
Fructose 
(g/l)
SRD   
(g/l)
SRT   
(g/l)
% 
hydrolyse °Brix
Perte en sucres 
fermentescibles  
(g/kg de miel de 
cuisson)        
Perte théorique 
en éthanol         
(ml d'éthanol 
pur/ kg de miel 
de cuisson)
Perte théorique 
en sucres 
fermentescibles 
et en éthanol 
(%)
1 94,2 11,6 6,3 45,0 62,4 144,9 43,1 15,2 81,4 52,7 56,2
2 76,3 13,8 7,7 65,4 87,2 155,7 56,0 16,5 68,1 44,1 43,7
3 74,4 16,1 8,6 67,0 90,7 158,8 57,1 16,6 66,4 43,0 41,8
4 27,6 21,0 13,7 116,5 145,5 174,7 83,3 17,8 22,5 14,5 12,9
5 133,3 10,8 5,1 40,8 57,3 174,1 32,9 18,6 116,8 75,7 67,1
6 88,2 13,2 4,1 49,2 70,3 158,3 44,4 16,4 91,2 59,1 57,6
7 67,3 14,8 7,6 80,1 103,7 170,2 60,9 17,7 66,8 43,3 39,2
8 72,5 15,5 5,7 60,5 79,2 150,2 52,7 15,8 67,8 43,9 45,1
9 72,2 13,1 4,8 59,2 80,5 152,6 52,8 16,3 74,8 48,4 49,0
10 76,5 14,9 5,7 51,9 73,9 151,6 48,7 16,4 78,3 50,7 51,6
moyenne 78,2 14,5 6,9 63,6 85,1 159,1 53,2 16,8 73,4 47,5 46,4
 
 
Le Tableau 4.1 montre une importante variabilité du degré d’hydrolyse de 
chacun des MPH échantillonnés. En effet, celui-ci varie entre 32,9 % pour le miel le 
moins hydrolysé et 83,3 % pour le plus hydrolysé. Ceci est certainement dû au système 
de remplissage des 2 cuves dans la réalité opérationnelle de la distillerie, comme nous 
l’avons décrit plus haut. En effet, il est peu probable que cette variabilité soit due à des 
cuissons non homogènes, compte tenu des comportements similaires observés lors des 3 
échantillonnages indépendants du miel s’écoulant des fours durant la cuisson (voir 
parties I à IV de ce chapitre). Nous pouvons noter cependant que dans tous les cas, il y a 
une importante perte en sucres fermentescibles due à l’hydrolyse incomplète des 
fructanes contenus dans le miel récupéré. La perte moyenne en sucres fermentescibles 
pour les 10 échantillons est de 73,4 g par litre de miel de cuisson, mais cette valeur peut 
atteindre 116,8 g par litre de miel de cuisson (échantillon 5). La perte moyenne en 
sucres fermentescibles correspond à une perte moyenne en éthanol pur de 46,4 %, si 
l’on considère que seul le miel de cuisson est fermenté dans le procédé d’élaboration. 
En réalité, ce n’est pas le cas, et il faut tenir compte des proportions et teneur en sucres 
de chacune des sources utilisées pour la formulation du moût de fermentation : miel de 
cuisson, jus de presse, sirop de saccharose,….  
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À la distillerie d’Arandas, les quantités et teneur en sucres typiques des 
différentes sources permettent de calculer qu’environ 15 % des sucres utilisés dans la 
formulation proviennent du miel de cuisson. Une perte moyenne de 46,4 % de sucres 
fermentescibles dans le miel de cuisson correspond donc à une perte en éthanol de 
96,615464,0 =× , soit environ 7 % de l’éthanol total produit par la distillerie.  
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Conclusion 
 
Dans ce chapitre, nous avons étudié l’évolution des caractéristiques du miel 
s’écoulant au cours de la cuisson en fours traditionnels à la distillerie d’Arandas, 
notamment afin de connaître l’efficacité de ce procédé sur l’extraction et l’hydrolyse 
des fructanes. Les résultats, obtenus de trois échantillonnages indépendants réalisés à 
différents moments sur une période de un an, montrent tout d’abord une très bonne 
reproductibilité des caractéristiques du miel, traduisant une bonne maîtrise de l’étape de 
cuisson à la distillerie. Les résultats montrent ensuite que les fructanes sont 
effectivement hydrolysés à 98 % grâce à la cuisson. Cependant, ce degré d’hydrolyse 
n’est atteint qu’après plus de 25 h de cuisson. En conséquence, la majorité  du miel, qui 
est récupérée avant ce temps là, contient une grande proportion de fructanes non 
hydrolysés, et donc de sucres non fermentescibles. Cette proportion de fructanes non 
hydrolysés correspond à une perte moyenne en éthanol d’environ 7 % de l’éthanol total 
produit par la distillerie d’Arandas.  
 
Afin d’éviter cette perte non négligeable, un traitement acide à chaud est donc 
réalisé à la distillerie, pour libérer tous les sucres. L’échantillonnage des miels prêts à 
être soumis à ce traitement supplémentaire a permis de déceler une grande variabilité 
dans le degré d’hydrolyse de ceux-ci, due au système de remplissage des cuves. Le 
MPH le moins hydrolysé (32,9 % d’hydrolyse) a été sélectionné pour réaliser 
l’optimisation du traitement enzymatique en remplacement du traitement acide. En 
effet, travailler dans le cas le plus « extrême » de la réalité industrielle nous a paru 
important pour réaliser l’optimisation.  
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Introduction  
 
Les fructanes sont les polyosides de réserve pour environ 15 % des plantes 
supérieures. Selon le type de liaison entre unités fructose, cinq groupes majeurs de 
fructanes peuvent être distingués. Ceux-ci sont décrits en détail dans le Chapitre 1 de ce 
document. Il s’agit des inulines, néoinulines, lévanes, néolévanes, et enfin fructanes 
mixtes. Dans l’agave bleu, la présence d’un mélange complexe de fructanes et néo-
fructanes hautement ramifiés (fructanes mixtes), contenant les deux types de liaisons 
(((2-1) et (2-6)) entre unités fructose a récemment été rapportée (Lopez et coll. 2003 ; 
Mancilla-Margalli et Lopez 2006). Les auteurs de ces derniers travaux ont même 
baptisé « agavines » les néofructanes ramifiés comme ceux trouvés chez l’agave bleu, 
bien qu’en réalité ils soient trouvés également dans d’autres plantes n’appartenant pas 
au genre Agave. Plusieurs activités enzymatiques sont capables d’hydrolyser les 
différents types de fructanes, avec des spécificités différentes. Ces activités sont 
regroupées sous le terme générique de fructanases, et sont également décrites en détail 
dans la Revue Bibliographique de ce document.  
 
 Dans ce chapitre, nous avons préparé et caractérisé un lot de sucres solubles 
dans l’eau (SSE) extraits d’agave bleu, et étudié l’activité de différentes préparations 
enzymatiques commerciales de fructanases sur ce lot. Puis, la cinétique d’action de la 
Préparation X, qui a montré les meilleures performances sur le lot préparé, a été 
étudiée, sur inuline de Dahlia et SSE d’agave bleu. Enfin, l’hydrolyse enzymatique du 
miel de cuisson a été optimisée au laboratoire, en tenant compte des résultats de la 
cinétique d’action, sur le MPH le moins hydrolysé échantillonné et caractérisé 
précédemment (voir Chapitre 4), de façon à obtenir une hydrolyse minimale des 
fructanes de 90 % en 12 h de traitement, en accord avec les volontés des industriels liés 
à ce travail. 
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I. Caractérisation partielle des SSE extraits d’agave bleu 
 
Le contenu en SSE extrait d’agave bleu a d’abord été caractérisé en CLHP, 
comme décrit dans la partie III.2 du Chapitre 2. Les chromatogrammes obtenus ont 
permis de montrer que le lot préparé contenait : 
 
- 93,4 % de fructanes (DP  3),  
- 2,0 % de diosides libres, 
- 0,8 % de glucose libre, et 
- 3,8 % de fructose libre.  
 
Le DP moyen apparent du lot préparé a ensuite été déterminé à l’aide des 
techniques enzymatiques décrites dans le Chapitre 2, et a été trouvé égal à 13,6 +/- 1,3. 
Cette valeur est compatible avec les travaux de Lopez et al. (2003), qui ont rapporté une 
gamme de DP allant de 3 à 29 unités pour les fructanes d’agave bleu.  
 
Les fructanes de l’extrait ont ensuit été analysés par HPAEC-PAD (voir Chapitre 
2, partie III.2.2). De l’inuline de chicorée, qui correspond à une série linéaire de 
fructanes ne contenant que des liaisons (2-1) entre unités fructose, a été analysée dans 
les mêmes conditions, afin de comparer les chromatogrammes obtenus. Ceux-ci sont 
représentés sur la Figure 5.1.   
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Figure 5.1. Chromatogramme obtenu en HPAEC-PAD de : (a) SSE d’agave bleu, (b) 
Inuline de chicorée (Sigma). 1 : Glucose. 2 : Fructose. 3 : Saccharose. 4 : 1-Kestose. 5 : 
Nystose. 6 : 1,1,1-Kestopentaose. 
 
Le chromatogramme obtenu pour les SSE d’agave bleu montre un profil 
complexe d’oligosaccharides par rapport aux fructanes de chicorée. Cela confirme que 
la nature des fructanes de l’agave bleu est plus complexe que la série simple des 
inulines, et est compatible avec la présence d’un mélange de fructanes et néofructanes 
hautement ramifiés, contenant les deux types de liaisons (( (2-1) et  (2-6)) entre unités 
fructose, comme rapporté précédemment (Lopez et coll. 2003 ; Mancilla-Margalli et 
Lopez 2006).  
 
Cependant, le kestose, le nystose et le 1,1,1-kestopentaose (DP3, DP4 et DP5 de 
la série des inulines, respectivement) ont tous été détectés dans le lot préparé, et le 
chromatogramme complexe obtenu pourrait être dû à la présence de tous les isomères 
existants pour chaque DP avec les combinaisons suivantes : type de liaison entre unités 
fructose (( (2-1) ou  (2-6)) et position du glucose (interne à la molécule ou terminal).  
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Les différents isomères résultant de ces différentes combinaisons sont décrits dans la 
partie III.2 du Chapitre 1).  
 
 Aucun chromatogramme obtenu en HPAEC-PAD de fructanes extraits de Agave 
tequilana Weber var. azul n’a jamais été publié. Le chromatogramme le plus 
ressemblant à celui que nous avons obtenu dans ce travail est celui obtenu avec des 
sucres extraits de Phormium tenax et Phormium cookianum (Sims et coll. 2001), qui ont 
également été décrits comme un mélange complexe contenant des fructanes et néo-
fructanes branchés.  
 
II. Test de préparations enzymatiques commerciales sur le lot de SSE 
d’agave bleu 
 
La recherche de préparations de fructanases à vocation industrielle auprès des 
différents fournisseurs d’enzyme a révélé la faible disponibilité de ce type d’enzymes 
sur le marché, à l’exception des préparations d’invertase. Trois préparations 
enzymatiques commerciales ont cependant été sélectionnées et testées sur le lot de SSE 
d’agave bleu. Leurs caractéristiques, données par les différents fournisseurs, sont 
données dans le Chapitre Matériel et Méthodes (voir Chapitre 2, Tableau 2.1). 
 
La Préparation X (Novozymes) est une préparation contenant principalement les 
activités endo-inulinase (EC 3.2.1.7) et exo-inulinase (EC 3.2.1.80). Ce cocktail 
enzymatique est vendu pour la préparation de sirops à haute teneur en fructose à partir 
d’inuline. 
 
La Préparation Y (Beldem Food Ingredients) est une préparation d’endo-
inulinase (EC 3.2.1.7). Elle est vendue pour l’élaboration de fructooligosides à partir 
d’inuline. Bien que cette enzyme ne soit pas facilement disponible sur le marché 
mexicain, il nous a paru intéressant, d’un point de vue plus fondamental, de tester une 
préparation ne contenant que l’activité endo-inulinase. 
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  La Préparation Z est une préparation d’invertase (EC 3.2.1.26) vendue 
principalement pour l’inversion du saccharose en glucose et fructose. Cependant, 
l’invertase est également une -fructofuranosidase (EC 3.2.1.80), comme expliqué en 
détail dans le premier chapitre de ce document, capable de dégrader les fructanes de 
faible masse molaire par un mécanisme exo (Alberto et coll. 2006). Elle peut donc être 
considérée à ce titre comme une fructanase et peut avoir un effet intéressant sur les 
fructanes d’agave bleu. De plus l’invertase est une enzyme de faible coût et facilement 
disponible. Il nous a donc paru intéressant de tester cette préparation, fournie par 
Enmex, unique producteur mexicain d’enzymes à vocation industrielle.  
 
Les trois préparations ont été testées sur le lot de SSE d’agave bleu préparé, aux 
températures et pH optimaux donnés par les fournisseurs. Les cinétiques d’action sont 
représentées sur la Figure 5.2. 
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Figure 5.2. Cinétiques d’action de trois préparations commerciales de fructanases sur 
les SSE d’agave bleu. 
 
Ce graphe montre clairement que la Préparation X est la seule capable 
d’hydrolyser les SSE d’agave bleu de manière significative. Elle permet en effet 
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d’atteindre une hydrolyse totale du lot préparé, et les activités exo et endo-inulinases 
semblent agir en synergie pour dégrader efficacement ce substrat. 
 
La Préparation Y, qui ne contient que l’activité endo, ne permet aucune 
hydrolyse apparente, et la représentation graphique de sa cinétique d’action se confond 
avec les témoins incubés sans enzyme. Cela suppose une impossibilité pour l’endo-
inulinase à reconnaître le substrat à cause des ramifications des fructanes d’agave bleu. 
Cela suppose également que la présence de fructanes de la série linéaire détectée dans le 
chromatogramme présenté plus haut est très minoritaire dans le lot préparé, par rapport 
aux fructanes ramifiés. 
 
Enfin, l’invertase (préparation Z) ne montre qu’une faible activité, et ne permet 
qu’une très lente hydrolyse des SSE d’agave bleu (21 % d’hydrolyse sont atteints après 
24 h d’action, alors que le pourcentage d’hydrolyse apparent des SSE au départ était de 
11 %). Cela montre que l’invertase reconnaît effectivement les fructanes comme 
substrat, mais son affinité pour eux est faible, probablement pour des questions 
d’encombrement stérique. En effet, l’invertase présente une affinité beaucoup plus 
importante pour le saccharose et les fructanes de bas DP (Alberto et coll. 2006 ; 
BRENDA 2007 ; IUBMB 2007). 
 
III. Cinétique d’action de la Préparation X sur inuline de Dahlia et SSE 
d’agave bleu 
 
 Ayant montré les meilleures performances sur les SSE d’agave bleu, la 
Préparation X a été sélectionnée pour la suite de ce travail, et sa cinétique d’action a été 
étudiée plus en détail sur inuline (le substrat naturel pour lequel elle est vendue) et sur 
le lot de SSE d’agave bleu préparé, afin de comparer son comportement sur ces deux 
substrats.   
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III.1. Détermination de la température optimale d’action sur inuline de 
Dahlia et SSE d’agave bleu 
 
L’influence de la température sur l’activité de la Préparation X a été étudiée sur 
inuline de Dahlia et sur les SSE d’agave bleu, à pH 4,7. Nous pouvons constater sur la 
Figure 5.3 que la préparation enzymatique présente un comportement similaire sur 
chacun des deux substrats, avec une température optimale d’action comprise entre 55 °C 
et 65 °C. Cette zone optimale de température est en accord avec les données du 
fournisseur, qui indique une température optimale d’action de 60 °C.  
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Figure 5.3. Activité de la Préparation X en fonction de la température, sur inuline de 
Dahlia et SSE d’agave bleu. 
 
Au-delà de 65 °C, l’activité de la préparation diminue rapidement, et à 80 °C, 
elle n’est plus que de 1,5 %  de l’activité maximale sur inuline de Dahlia, et de 15 % de 
l’activité maximale sur SSE d’agave bleu. Comme nous l’avons vu plus haut, il est fort 
possible que l’activité agissant principalement sur les SSE d’agave bleu soit l’activité 
exo-inulinase, l’endo-inulinase pouvant avoir des difficultés à reconnaître  son substrat 
à cause des ramifications. Sur l’inuline, en revanche, les deux activités doivent 
théoriquement agir en synergie. Une hypothèse permettant d’expliquer la différence 
d’activité résiduelle relative observée pour les deux substrats est la suivante : si 
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l’activité endo est plus affectée par les hautes  températures que l’activité exo, la perte 
relative d’activité observée sera plus importante dans le cas de l’inuline (endo et exo 
agissant en synergie) que dans le cas des SSE d’agave bleu (exo agissant 
principalement).  
 
Enfin, nous pouvons noter que la température de chacun des 10 échantillons de 
MPH prélevés à la distillerie d’Arandas (voir Chapitre 4) a été relevée au moment des 
prélèvements, et la température moyenne a été trouvée égale à 63,3 ± 4,5 (min = 58 °C ; 
max = 69 °C) pour ces 10 échantillons. Cette température moyenne est légèrement 
supérieure à la température conseillée par le fournisseur. Nous en avons conclu que la 
décision de réguler ou non la température de la cuve avant le traitement en conditions 
réelles dépendrait des résultats de stabilité thermique de la préparation à la 
concentration optimisée pour l’hydrolyse, et que dans tous les cas, l’ajustement de 
température ne se ferait, au plus, que sur quelques degrés.  
 
III.2. Détermination du pH optimal d’action sur inuline de Dahlia et SSE 
d’agave bleu  
 
L’influence du pH sur l’activité de la Préparation X a été étudiée sur inuline de 
Dahlia et sur les SSE d’agave bleu, à 60 °C (température optimale d’action déterminée). 
Nous pouvons constater sur la Figure 5.4 que là encore, la préparation enzymatique 
présente un comportement similaire sur chacun des deux substrats, avec un pH optimal 
d’action compris entre 4,0 et 4,5. Ces données sont compatibles avec les données du 
fournisseur qui indique une zone de pH optimal d’action entre pH 4,0 et pH 5,0. Dans 
notre cas, cependant, la perte d’activité relative à pH 5,0 est déjà de 12 % de l’activité 
maximale dans le cas de l’inuline et de 28 % dans le cas des SSE d’agave bleu. 
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Figure 5.4. Activité de la Préparation X en fonction du pH, sur inuline de Dahlia et SSE 
d’agave bleu. 
 
 
Nous pouvons noter que la zone de pH optimal observée sur le graphique 
correspond, de façon opportune, au pH moyen du miel obtenu de la cuisson de l’agave. 
En particulier, le pH moyen des 10 échantillons de MPH prélevés à la distillerie 
d’Arandas (voir Chapitre 4) a été trouvé égal à 4,48 ± 0,18 (min = 4,24 ; max = 4,73). 
Cette compatibilité est intéressante dans la mesure où le traitement enzymatique pourra 
se réaliser sans ajustement préalable du pH du miel de cuisson. De plus, l’étape de 
fermentation est réalisée à un pH compris entre 4,0 et 4,5 à la distillerie, et il faut 
rappeler qu’un des inconvénients de l’hydrolyse acide supplémentaire réalisée 
actuellement sur les miels de cuisson est la génération de sels au moment de 
l’ajustement du pH pour la fermentation, puisque les sels en excès sont des inhibiteurs 
connus des levures. Il a alors été conclu que la non nécessité d’ajuster le pH, ni pour 
l’hydrolyse, ni pour la fermentation dans le cas du traitement enzymatique permettrait 
donc d’éviter la formation de ces inhibiteurs potentiels de la fermentation, en plus de 
simplifier le procédé.   
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III.3. Détermination des paramètres cinétiques apparents sur inuline de 
Dahlia et SSE d’agave bleu   
 
Les paramètres cinétiques apparents de la Préparation X ont été déterminés sur 
inuline de Dahlia et SSE d’agave bleu à 60 °C et pH 4,7. Nous avons fait varier les 
concentrations en substrat de 5 g/l à 200 g/l, et mesuré l’activité de la préparation à ces 
différentes concentrations. Puis, les paramètres cinétiques apparents Vmax apparent et Km 
apparent  ont été déterminés à l’aide du solver d’Excel, comme décrit dans la partie III.4.3 
du Chapitre 2, en supposant que l’activité était fonction de la concentration en substrat 
selon un modèle de Michaelis-Menten. Les graphes représentant l’activité (vitesse 
initiale) de la préparation en fonction de la concentration en inuline de Dahlia et en SSE 
d’agave bleu, ainsi que les vitesse théoriques supposant un comportement michaelien de 
la préparation enzymatique sont représentés sur la Figure 5.5. 
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Figure 5.5. Activité de la Préparation X en fonction de la concentration en : (a) inuline 
de Dahlia ; (b) SSE d’agave bleu. L’activité théorique représentée correspond à la 
meilleure corrélation avec les données expérimentales en supposant un comportement 
michaelien de la préparation. 
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 Les paramètres Vmax apparent et Km apparent, découlant directement de la meilleure 
corrélation dans chacun des cas ont été trouvés égaux à : 
 
• Vmax apparent = 93, 8 mmoles d’extrémités réductrices libérées par min et par ml de 
préparation et Km apparent = 303,7 g/l soit environ 60 mM dans le cas de l’inuline 
de Dahlia. 
 
• Vmax apparent = 27,8 mmoles d’extrémités réductrices libérées par min et par ml de 
préparation et Km apparent = 62.8 g/l soit environ 27,5 mM dans le cas des SSE 
d’agave bleu. 
 
  Il est important de noter que les paramètres cinétiques estimés sont des 
paramètres apparents, puisque dans notre cas, la préparation contient au moins deux 
activités (endo et exo-inulinase). De plus, l’inuline, comme les SSE d’agave bleu, 
correspondent à une famille de substrats, et l’hydrolyse de ces substrats forme des 
produits qui sont de nouveaux substrats pour chacune des activités présentes dans la 
préparation. Il est donc clair ici que nous ne pouvons parler que de paramètres 
cinétiques apparents.  
  
  Les résultats obtenus montrent que dans le cas de l’inuline, tous les essais ont été 
réalisés à des concentrations inférieures au Km apparent  estimé, c'est-à-dire dans des 
conditions pour lesquelles la vitesse de réaction est inférieure à la moitié de la vitesse 
maximale théorique de réaction. Cependant, il n’était pas possible de travailler avec des 
concentrations supérieures en inuline en raison des limites de solubilité de ce polymère. 
Un constat similaire a été rapporté par Rocha et coll. (Rocha et coll. 2006).   
   
  La vitesse maximale théorique estimée dans le cas de l’inuline est supérieure à 
celle estimée dans le cas des SSE d’agave bleu. Cela peut s’expliquer encore une fois 
par le fait que l’inuline est un substrat plus simple sur lequel les deux activités 
enzymatiques agissent sans problème, alors que l’endo-inulinase a certainement des 
difficultés de reconnaissance des SSE d’agave bleu, vraisemblablement liées aux 
structures ramifiées. 
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IV. Optimisation de l’hydrolyse enzymatique du miel de cuisson 
 
La quantité de Préparation X à ajouter pour obtenir une hydrolyse minimale de 
90 % en un temps donné de traitement a été déterminée sur le MPH échantillonné le 
moins hydrolysé (voir Chapitre 4). En effet, comme nous l’avons déjà précisé, travailler 
dans le cas le plus « extrême » de la réalité industrielle nous a paru important pour 
réaliser l’optimisation. Le pourcentage d’hydrolyse minimal à atteindre a été choisi en 
fonction des volontés des industriels associés à ce travail.   
 
Les caractéristiques du MPH sélectionné pour l’optimisation étaient les 
suivantes :  
 
- pH = 4,73 
- degré Brix = 18,6 
- pourcentage d’hydrolyse = 32,9 %  
 
IV.1. Optimisation de l’hydrolyse à l’aide de la Préparation X 
 
Compte tenu des résultats obtenus quant à l’influence de la température et du pH 
sur l’activité de la Préparation X sur les SSE d’agave bleu, nous avons réalisé 
l’optimisation à 60 °C, et sans ajuster le pH du miel. Nous avons fait varier les 
concentrations en Préparation X de 0,0125 % à 0,12 % (V/V) et suivi les cinétiques 
d’hydrolyse du miel pendant 24 h dans chacun des cas. Celles-ci sont représentées sur la 
Figure 5.6.  
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La Figure 5.6 montre que la Préparation X permet une hydrolyse efficace (> 90 
%) des fructanes contenus dans le miel de cuisson. Le temps nécessaire pour atteindre 
90 % d’hydrolyse dépend logiquement de la quantité d’enzyme ajoutée.   
 
Le graphe montre que dans tous les cas, l’hydrolyse ne dépasse pas 93 % 
environ. Ce constat est surprenant, dans la mesure où une hydrolyse totale avait pu être 
observée sur le lot de SSE d’agave bleu (voir partie II de ce chapitre). Cela pourrait 
s’expliquer, comme déjà supposé dans le Chapitre 4, par la formation, à partir des 
fructanes contenus dans l’agave, de structures inaccessibles par les enzymes lors de la 
cuisson, comme des di-D-fructose dianhydrides, qui, en revanche, sont hydrolysées en 
conditions acides, comme lors de l’étape d’hydrolyse acide incluse dans la méthode de 
détermination du pourcentage d’hydrolyse (voir partie IV du Chapitre 4). Cependant, 
compte tenu du fait que dans le cas du test de la Préparation X sur SSE d’agave bleu la 
réaction avait été réalisée en solution tamponnée et à une concentration inférieure en 
substrat (voir partie II de ce chapitre), d’autres  hypothèses pourraient être une 
inhibition des enzymes due à la concentration en fructose obtenue après ce degré de 
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conversion, dans les conditions particulières de concentration en sucres et pH du MPH 
sélectionné pour l’optimisation, ou encore un déplacement de l’équilibre de la réaction 
d’hydrolyse due à une plus faible disponibilité des molécules d’eau. En effet, d’autres 
essais menés en laboratoire sur d’autres MPH échantillonnés à la distillerie ont montré 
qu’une hydrolyse supérieure à 98 % était atteinte sur ces miels. Et la caractérisation des 
MPH présentée dans le Tableau 4.1 (voir partie V du Chapitre 4) montre que le MPH 
sélectionné pour l’optimisation est, en plus d’être le moins hydrolysé, plus concentré en 
sucres que les autres échantillons, à l’exception du MPH 4. C’est, en outre, celui 
présentant le plus haut degré Brix (18,6).  
 
À partir du graphe de la Figure 5.6, nous avons déterminé la quantité nécessaire 
de Préparation X à ajouter pour obtenir 90 % d’hydrolyse en un temps voulu. En 
supposant l’absence de problèmes de changement d’échelle, le graphe de la Figure 5.7, 
représentant la quantité de Préparation X à ajouter à une cuve de miel de cuisson de la 
distillerie (15 000 l) en fonction du temps voulu pour l’hydrolyse, a ainsi été construit.  
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Figure 5.7. Quantité de Préparation X à ajouter à une cuve de 15 000 l de miel de 
cuisson en fonction du temps d’hydrolyse voulu. 
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Le graphe montre que la relation entre le temps voulu (ou disponible) pour 
atteindre 90 % d’hydrolyse et la quantité d’enzyme à ajouter n’est pas linéaire. 
Autrement dit, si l’hydrolyse doit être réalisée deux fois plus vite, il ne suffit pas 
d’ajouter deux fois plus d’enzyme. Ce graphe constitue donc un outil pratique 
intéressant pour les industriels, car il est possible de s’y rapporter si, par exemple, un 
jour de production, le miel de cuisson doit être disponible sous forme hydrolysée plus 
rapidement, ou si un temps plus long est disponible pour l’hydrolyse du miel, ou encore 
dans le cas d’une volonté de diminuer les coûts de production.  
 
Dans les conditions de production actuelles de la distillerie d’Arandas, un temps 
minimum de 12 h est disponible pour l’hydrolyse du miel, et les industriels associés à ce 
travail on souhaité que l’optimisation soit réalisée sur cette base de temps. Comme nous 
pouvons le voir sur les Figures 5.6 et 5.7, il faut ajouter 0,02 % (V/V) de préparation 
pour obtenir 90 % d’hydrolyse en 12 h sur le MPH sélectionné pour l’optimisation, et 
nous conseillons donc d’ajouter 3 l de préparation pour une cuve remplie de 15 000 l. 
Par rapport au coût de production de tequila à la distillerie d’Arandas, l’augmentation 
correspondant au remplacement de l’hydrolyse acide par l’hydrolyse enzymatique dans 
ces conditions est insignifiante. En effet, la contribution marginale de ce changement au 
coût du procédé (hors vieillissement, embouteillage, main d’œuvre et coûts fixes) est 
inférieure à 0,5 %.   
 
IV.2. Essais complémentaires avec la Préparation Z et combinaison 
Préparation X / Préparation Z  
 
Des essais complémentaires d’hydrolyse ont été réalisés avec la Préparation Z, 
puisque, comme nous l’avons vu, celle-ci a une certaine activité sur les SSE d’agave 
bleu (voir partie II de ce chapitre). Dans cette partie, nous avions supposé que si 
l’activité de cette préparation n’était pas plus importante sur les SSE d’agave bleu, cela 
pouvait être dû à la taille des molécules, puisque les invertases ont une meilleure affinité 
sur les fructanes de bas DP (Alberto et coll. 2006 ; BRENDA 2007 ; IUBMB 2007). Or, 
dans le miel de cuisson, les fructanes ont en partie été hydrolysés par le traitement 
thermique, comme nous l’avons vu précédemment, et sont donc de DP moins 
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importants que les fructanes extraits de la piña crue. Dans ce sens, la Préparation Z peut 
avoir un effet plus intéressant sur les fructanes contenus dans le miel de cuisson. Nous 
avons ainsi vérifié si l’utilisation de cette préparation, seule ou en combinaison avec la 
Préparation X, pouvait diminuer le coût du traitement enzymatique.  
 
Pour cela, nous avons dans un premier temps testé l’effet de la Préparation Z en 
rajoutant 1 % (V/V) de la préparation au MPH sélectionné, et suivi la cinétique 
d’hydrolyse pendant 24 h. Celle-ci est représentée sur la Figure 5.8.  
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Figure 5.8. Cinétique d’action de la Préparation Z sur le miel de cuisson. 
 
 
Nous pouvons observer sur le graphe que la préparation d’invertase, ajoutée à 1 
% (V/V) permet, en 24 h, d’obtenir une hydrolyse de 70 % du miel de cuisson. Nous 
avons alors pensé qu’il était possible de réaliser un pré-traitement avec la Préparation Z 
avant l’application de la Préparation X, afin de diminuer le coût de l’hydrolyse 
enzymatique. Pourtant, en analysant de plus près les prix respectifs des deux 
préparations et les cinétiques respectives, nous avons remarqué que le pré-traitement 
envisagé ne permettrait jamais une diminution du coût. Pour illustrer cela, nous avons 
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réalisé deux nouvelles cinétiques en parallèle, en ajoutant dans un cas la quantité de 
Préparation X optimisée pour l’hydrolyse en 12 h (0,02 % V/V), et dans l’autre cas, 
0,01 % (V/V) de Préparation Z, puisque le volume de Préparation Z est exactement 2 
fois plus cher que le volume de Préparation X. Ces deux dernières cinétiques 
correspondaient donc à un coût d’enzyme identique. Leur représentation graphique est 
donnée sur la Figure 5.9.  
Temps (min)
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
%
 
d'
hy
dr
ol
ys
e
30
40
50
60
70
80
90
100
110
Préparation X 0,02 % (V/V)
Préparation Z 0,01 % (V/V)
 
Figure 5.9. Cinétiques d’action de la Préparation X à 0,02 % (V/V) et de la Préparation 
Z à 0,01 % (V/V) sur le miel de cuisson. 
 
Comme le montre le graphe, à même coût d’hydrolyse enzymatique, il sera 
toujours plus intéressant d’utiliser la Préparation X que la Préparation Z. L’idée d’un 
pré-traitement avec la préparation d’invertase a donc été abandonnée à ce niveau. 
 
Un dernier essai avec la Préparation Z a tout de même été réalisé, en 
combinaison avec la Préparation X, afin de vérifier si la combinaison des deux 
préparations ne pouvait pas aboutir à une synergie entre les différents complexes 
enzymatiques, l’invertase pouvant aider à hydrolyser les fructanes de faible DP pendant 
que les inulinases catalysent l’hydrolyse de fructanes de plus haute masse molaire. Nous 
avons donc réalisé deux dernières cinétiques d’hydrolyse en parallèle sur le miel de 
cuisson, en ajoutant dans un cas 0,02 % (V/V) de Préparation X, et dans l’autre cas 0,02 
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% (V/V) de Préparation X et 1 % (V/V) de Préparation Z. Ces deux cinétiques sont 
représentées sur la Figure 5.10. 
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Figure 5.10. Comparaison des cinétiques d’action de la Préparation X et d’une 
combinaison Préparation X / Préparation Z sur le miel de cuisson. 
 
La Figure 5.10 montre que l’ajout d’invertase en plus de la préparation 
d’inulinases ne change pas significativement la cinétique d’hydrolyse observée. Aucune 
synergie ne résulte donc de la combinaison de ces différents complexes enzymatiques, 
et l’activité invertase présente dans la Préparation X, n’a pas besoin d’être renforcée.   
 
V. Détermination de la stabilité thermique de la Préparation X à la 
concentration retenue 
 
La stabilité thermique de la Préparation X, à la concentration optimisée pour 
atteindre 90 % d’hydrolyse en 12h d’action, a été étudiée à 50 °C, 60 °C, et 70 °C, en 
mesurant l’activité résiduelle de la préparation sur inuline de Dahlia, après différents 
temps d’incubation. Cette partie de l’étude est importante pour nos objectifs 
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d’optimisation, puisque si la température optimale de travail pour la préparation est de 
60 °C et qu’elle agit plus lentement à température plus basse, il peut cependant être plus 
avantageux d’utiliser cette température plus basse, si la stabilité de la préparation est 
beaucoup plus importante.  
 
En accord avec les industriels associés à ce travail, l’idée de travailler en dessous 
de 50 °C a été rejetée afin d’éviter des problèmes de contamination bactérienne du miel 
de cuisson à la distillerie. Nous avons donc choisi 50 °C comme température minimale à 
laquelle la stabilité de la préparation serait étudiée.   
 
De plus, compte tenu de la température des 10 échantillons de MPH prélevés et 
caractérisés plus haut, nous avons envisagé également la possibilité d’ajouter l’enzyme, 
en conditions réelles, lors du remplissage de la cuve d’accumulation du miel. En effet, 
puisque les fructanes sont moins hydrolysés dans le miel qui coule au début de la 
cuisson (voir Chapitre 4), cette possibilité technologique pourrait permettre aux 
enzymes d’être plus longtemps en contact avec le substrat, et donc permettrait de 
diminuer les quantités de préparation à ajouter, à condition que la température plus 
élevée n’affecte pas de façon importante la stabilité de la préparation. Le miel pouvant 
s’accumuler à une température de 70 °C (voir partie III.1 de ce chapitre), nous avons 
choisi cette température comme limite supérieure pour la détermination de la stabilité de 
la préparation.  
 
Enfin, il faut rappeler que la stabilité d’une enzyme est également dépendante de 
la densité de la solution dans laquelle elle se trouve. Ainsi, la stabilité de la Préparation 
X a été étudiée en parallèle en tampon citrate 50 mM, pH 4,7 et tampon citrate 50 mM 
pH 4,7 ajusté à 16 °Brix avec du glycérol, pour obtenir une densité similaire à la densité 
moyenne du miel de cuisson. 
 
Les représentations graphiques des résultats obtenus sont données sur les 
Figures 5.11 et 5.12.  
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Figure 5.11. Stabilité thermique de la Préparation X à 0,02 % (V/V) à différentes 
températures, en tampon citrate 50 mM, pH 4,7. 
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Figure 5.12. Stabilité thermique de la Préparation X à 0,02 % (V/V) à différentes 
températures, en tampon citrate 50 mM, pH 4,7 ajusté à 16 °Bx. 
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Comme nous pouvons le voir sur ces figures, la stabilité thermique de la 
préparation enzymatique diminue, logiquement, lorsque la température d’incubation 
augmente. Nous pouvons remarquer également que la stabilité thermique est meilleure, 
dans tous les cas, lorsque l’incubation est réalisée dans le tampon à 16 °Bx.  
 
 Un point important que nous pouvons conclure de ces graphes est le risque 
potentiel d’utiliser l’enzyme avant remplissage complet de la cuve, et donc sans 
pouvoir réguler la température de façon précise. En effet, à 70 °C, la perte d’activité est 
rapide, et après seulement 4 h dans le tampon à 16 °Bx, censé « mimer » le miel de 
cuisson, l’activité résiduelle est nulle. Il parait donc peu adéquat, technologiquement, 
d’ajouter l’enzyme au début du remplissage de la cuve, car la température du miel 
pourrait dénaturer rapidement les enzymes. De plus, à 70 °C, l’activité de la préparation 
est plus faible qu’à 60 °C. 
 
 Nous pouvons également remarquer sur les graphes que dans le tampon non 
ajusté, la stabilité est meilleure à 50 °C qu’à 60 °C. Dans le tampon ajusté, la 
préparation perd son activité de façon similaire à 50 °C ou 60 °C. Nous pouvons en 
conclure qu’il est préférable de travailler à 60 °C (température optimale), puisque 
l’action de la préparation est plus rapide pour une cinétique d’inactivation similaire. 
 
 Enfin,  il est important de remarquer qu’à 50 °C dans le tampon non ajusté, et à 
50 °C et 60 °C dans le tampon ajusté, l’activité résiduelle se stabilise autour de 50 % de 
l’activité initiale. Cela montre clairement la présence de deux activités enzymatiques 
principales dans la Préparation X (endo et exo-inulinase), en proportions égales (en 
termes d’unités d’activité par ml), l’une plus thermostable que l’autre. Plus 
précisément, la plus thermostable n’est pas affectée à 50 °C dans le tampon non ajusté, 
mais perd de l’activité à 60 °C. Dans le tampon ajusté, elle est encore stable à 60 °C. 
L’autre activité, moins thermostable, est affectée à partir de 50 °C quel que soit le 
tampon, mais la pente des courbes montre qu’elle s’inactive plus lentement dans le 
tampon ajusté.  
 
 Il est difficile d’affirmer avec certitude laquelle des activités est plus 
thermostable que l’autre, mais au vu des résultats obtenus précédemment dans ce 
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chapitre, il semble que ce soit l’exo-inulinase.  En effet, nous avons vu en premier lieu 
que la préparation d’endo-inulinase (Préparation Y) n’agissait pas sur les SSE d’agave 
bleu, et les pourcentages d’hydrolyse atteints avec la Préparation X dans les différents 
essais de ce chapitre, ainsi que le fait qu’un ajout d’invertase en combinaison avec la 
Préparation X n’améliore pas l’hydrolyse, semble montrer que celle-ci n’a pas de 
difficulté à hydrolyser les fructanes de bas DP. Or, l’endo-inulinase, en dégradant les 
fructanes, forme principalement des oligosides, et de faibles quantités de diosides et 
oses simples, et est d’autant plus active que le substrat est long, comme la plupart des 
enzymes agissant selon un mécanisme endo. Au contraire, l’exo-inulinase forme des 
oses simples, et  présente une meilleure affinité pour les fructanes de faible masse 
molaire. De plus, elle est également capable d’hydrolyser le saccharose, propriété 
souvent utilisée pour la distinguer de l’endo-inulinase (Zittan 1981 ; Uhm et coll. 1999 ; 
Ohta et coll. 2002 ; BRENDA 2007). Afin d’assurer avec certitude que l’exo-inulinase 
est dans notre cas l’activité la plus thermostable, la mesure de l’activité résiduelle sur 
saccharose aurait due être conduite en parallèle avec la mesure de l’activité résiduelle 
sur inuline.  
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Conclusion 
 
 Dans ce chapitre, le mélange de structures complexes que sont les fructanes de 
l’agave bleu a été confirmé, et l’application de différentes préparations enzymatiques 
commerciales sur un lot de SSE extraits de cette plante a montré que l’activité exo-
inulinase était la plus importante pour une dégradation efficace de ces structures. La 
Préparation X, contenant principalement les activités endo et exo-inulinase, a montré les 
meilleures performances d’hydrolyse sur le lot de SSE d’agave bleu (hydrolyse totale), 
et a été sélectionnée pour l’optimisation de l’hydrolyse du MPH le moins hydrolysé 
échantillonné et caractérisé dans le Chapitre 4.  
 
En tenant compte des résultats de la cinétique d’action de cette préparation sur le 
lot de SSE d’agave bleu, nous avons optimisé la quantité de préparation à ajouter pour 
obtenir, en 12 h de traitement, une hydrolyse minimale de 90 % des fructanes contenus 
dans le miel de cuisson, à 60 °C et sans ajustement du pH du miel. Les essais 
complémentaires conduits avec la Préparation Z (préparation d’invertase) ont montré 
qu’il n’était pas possible d’améliorer la relation temps/coût du traitement par rapport 
aux conditions déterminées avec la Préparation X seule, et donc que l’optimum avait 
bien été atteint.   
 
Pour le passage au stade industriel et l’application technologique de la 
Préparation X, les études de stabilité thermiques dans les conditions optimisées ont 
montré qu’un traitement à 60 °C une fois la cuve de miel totalement remplie serait le 
plus efficace, et ont confirmé encore une fois que les conditions déterminées 
constituaient bien un optimum. Sous réserve d’un passage au niveau industriel sans 
problèmes, l’optimisation réalisée montre qu’en plus de simplifier le procédé actuel, 
l’hydrolyse enzymatique en remplacement du traitement acide ne devrait pas engendrer 
de coûts additionnels de production significatifs.  
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Introduction  
 
Deux essais industriels d’utilisation de la Préparation X à la place de l’acide 
pour hydrolyser les fructanes du miel de cuisson ont été réalisés au cours de cette étude, 
le premier en avril 2007, et le second en juillet 2007. Les deux essais ont duré deux 
semaines chacun et ont abouti à la production de 8 lots de tequilas à 60 % TAV 
d’approximativement 10 000 l chacun. Ceux-ci ont ensuite été analysés par différentes 
techniques chromatographiques et sensorielles, afin d’évaluer si le remplacement du 
traitement acide par le traitement enzymatique affectait le profil du produit fini. Le 
déroulement des différentes fermentations en aval de l’hydrolyse du miel de cuisson, 
ainsi que la composition des moûts fermentés correspondants, ont également été étudiés, 
afin de détecter toute différence avec le procédé habituel.  
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I. Description générale des essais  
 
Au cours de chaque essai, 4 cuves remplies chacune de 15 000 l de miel 
provenant de la cuisson de 4 fours indépendants ont été réservées pour l’expérience. 
Deux ont été traitées normalement à l’acide (cuves témoins). Les deux autres ont été 
soumises au traitement enzymatique, en ajoutant la quantité optimisée en laboratoire 
pour une hydrolyse minimum de 90 % en 12h de traitement (0,02 % V/V, soit 3 l pour 
une cuve de 15 000 l de miel), temps souhaité par les industriels liés à ce travail et 
compatible avec les contraintes opérationnelles de la distillerie (voir Chapitre 5).  
 
Afin de ne générer aucun biais et de pouvoir étudier avec exactitude l’effet du 
traitement enzymatique à tous les niveaux (hydrolyse du miel de cuisson, comportement 
de la fermentation, produit fini), il a été nécessaire de standardiser tous les autres 
paramètres. Ainsi, nous avons pris soin de procéder à la cuisson, durant toute la durée 
des essais, d’agaves provenant des mêmes champs (même propriétaire, même 
localité,…). De plus, afin de travailler sur des miels de cuisson réellement comparables, 
nous avons systématiquement vidé la cuve d’accumulation du miel avant chaque 
nouvelle cuisson (que le miel soit destiné au traitement acide ou enzymatique). Nous 
avons ainsi pris en compte et évité la variabilité due aux conditions réelles de 
remplissage des cuves, décrites dans le Chapitre 4, partie VII. Ceci nous a permis, en 
outre, de travailler sur des miels a priori plus difficiles à hydrolyser, car ayant subi 
moins longtemps le traitement thermique. Travailler dans le cas le plus « extrême » de 
la réalité de la distillerie nous a paru important pour valider l’efficacité du traitement 
enzymatique au niveau industriel.  
 
 Durant les essais, toutes les analyses de routine ont été conduites dans les 
conditions habituelles. Ce point est important pour la détection de quelque changement 
que ce soit. Ainsi, pour les essais enzymatiques comme pour les témoins acides, l’envoi 
des miels pour formuler le moût de fermentation n’a été réalisé qu’après validation, 
c'est-à-dire, après avoir vérifié que le miel était au moins hydrolysé à 90 %. Dans la 
réalité et avec l’expérience de la distillerie, il arrive souvent que, dans le cas de 
l’hydrolyse acide, seul le pH du miel soit vérifié pour validation, et que le résultat du 
pourcentage d’hydrolyse ne soit disponible qu’après l’envoi en fermentation, pour des 
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questions de temps. Lors des essais, nous avons décidé de ne pas interférer dans le cas 
des témoins acides, c'est-à-dire que si le miel était validé seulement par mesure du pH, 
nous ne sommes pas intervenus. Pour les essais enzymatiques, nous avons vérifié que le 
pourcentage d’hydrolyse était au moins de 90 % avant d’envoyer le miel en 
fermentation. 
 
 Pour la formulation du moût de fermentation, dans le procédé habituel, de 
l’ammoniaque est rajouté au miel de cuisson hydrolysé afin de neutraliser l’acide et 
d’obtenir un moût de fermentation à un pH de 4,0 – 4,5. Dans le cas des essais 
enzymatiques, le pH naturel du moût s’étant avéré compris entre ces deux limites, il a 
été décidé, après réflexion (voir partie III.1 de ce Chapitre), de ne pas en ajouter. 
 
 Enfin, pour la distillation, dans le procédé habituel, les têtes et les queues de 
distillation obtenues lors de la rectification (seconde distillation) sont recyclées dans 
l’ordinario (premier distillat) suivant. Pour constituer des lots de tequila correspondant 
sans équivoque à un seul traitement (acide ou enzymatique) du miel de cuisson et une 
même matière première, il a été nécessaire dans tous les cas de réaliser une première 
rectification sur un ordinario sans têtes ni queues recyclées. Nous avons pris soin, pour 
la constitution de chaque lot, d’éliminer la charge de rectification provenant de cet 
ordinario, puisque le non-recyclage des têtes et queues peut influencer de façon 
importante les caractéristiques du produit final.  
 
II. Hydrolyse enzymatique du miel de cuisson  
II.1.  Cinétiques d’hydrolyse 
 
 Les caractéristiques des différents miels de cuisson prêts à être soumis à 
l’hydrolyse (enzymatique, ou acide pour les témoins) supplémentaire (MPH) obtenus 
après remplissage de la cuve de 15 000 l lors des essais industriels sont rassemblées 
dans le Tableau 6.1.  
 
 
 
Chapitre 6 : Essais industriels d’hydrolyse enzymatique du miel de cuisson  
 150 
Tableau 6.1. Caractéristiques des MPH obtenus au cours des essais industriels. 
MPH Essai Température (°C) °Brix % d'hydrolyse Traitement appliqué
1 Avril 07 68 18,8 54,0 % Acide (Hydrolyse acide 1)
2 Avril 07 67 19,3 51,0 % Acide (Hydrolyse acide 2)
3 Avril 07 67 17,4 58,0 % Enzymatique (Hydrolyse enzymatique 1)
4 Avril 07 66 17,3 59,9 % Enzymatique (Hydrolyse enzymatique 2)
5 Juillet 07 65 14,1 66,4 % Acide (Hydrolyse acide A)
6 Juillet 07 63 15,3 69,9 % Enzymatique (Hydrolyse enzymatique A)
7 Juillet 07 63 16,6 47,0 % Enzymatique (Hydrolyse enzymatique B)
8 Juillet 07 61 19,5 78,3 % Acide (Hydrolyse acide B)
 
 
 Le tableau montre, comme dans le Chapitre 4, une importante variabilité du 
pourcentage d’hydrolyse et du degré Brix des MPH obtenus. Le MPH montrant le 
pourcentage d’hydrolyse le plus bas avant traitement supplémentaire est le MPH 7, 
obtenu en juillet (47,0 % d’hydrolyse). Le MPH le plus hydrolysé a également été 
obtenu en juillet (MPH 8 : 78,3 % d’hydrolyse). Cela montre une plus grande variabilité 
dans le degré d’hydrolyse des miels pour l’essai de juillet. Les MPH de l’essai d’avril 
sont plus homogènes.  
  
 Les différents traitements indiqués dans le Tableau 6.1 ont été appliqués. Dans 
le cas des traitements acides, seuls un échantillon avant traitement et un échantillon au 
moment de l’envoi en fermentation du miel ont été prélevés et analysés. Dans le cas des 
traitements enzymatiques avec la Préparation X, les cinétiques d’hydrolyse ont été 
suivies, comme décrit dans le Chapitre Matériels et Méthodes (Chapitre 2, partie 
IV.2.1), jusqu’à envoi du miel en fermentation (dernier point de chaque courbe). Ces 
cinétiques sont présentées sur la Figure 6.1.  
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Figure 6.1. Cinétiques d’hydrolyse du miel de cuisson par la Préparation X au cours des 
deux essais industriels. Hydrolyse 1 : hydrolyse de la 1ère cuve de miel au cours de 
l’essai d’avril 07. Hydrolyse 2 : hydrolyse de la seconde cuve de miel au cours de 
l’essai d’avril 07. Hydrolyse A : hydrolyse de la 1ère cuve de miel au cours de l’essai de 
juillet 07. Hydrolyse B : hydrolyse de la seconde cuve de miel au cours de l’essai de 
juillet 07.  
 
 Cette figure montre que dans les conditions optimisées en laboratoire, l’objectif 
d’obtenir 90 % d’hydrolyse est bien atteint en 12 h de traitement : hydrolyse 1 (93,4 %), 
hydrolyse 2 (93,5 %), hydrolyse A (99,1 %). Seul pour l’hydrolyse B, le pourcentage 
obtenu (89,7 %), est très légèrement inférieur. Rappelons toutefois que le temps de 12 h 
choisi pour l’hydrolyse est un temps minimum disponible, et dans les conditions réelles 
de production lors des essais, nous pouvons voir qu’au moment de l’envoi en 
fermentation (dernier point de chaque cinétique), l’objectif est systématiquement atteint, 
avec 94,0 %, 95,4 %, 99,9 %, et 98,7 % d’hydrolyse pour les traitements enzymatiques 
1, 2, A, et B, respectivement.  
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 Le fait que l’hydrolyse enzymatique B soit la plus lente à atteindre l’objectif est 
logique, car elle correspond au MPH qui était le moins hydrolysé (47 %, voir Tableau 
6.1) avant le traitement additionnel. Dans les autres cinétiques, les 90 % d’hydrolyse 
sont systématiquement atteints avant 6 h de traitement (voire 3 h, hydrolyse A). 
L’optimisation en laboratoire a été réalisée sur un MPH qui présentait un taux 
d’hydrolyse de 32,9 % (voir Chapitre 5). Le fait que l’hydrolyse enzymatique B 
n’atteigne pas tout à fait 90 % en 12 h, alors que le MPH présentait 47 % d’hydrolyse au 
départ, suppose que l’enzyme agit un peu plus lentement qu’en laboratoire. Pour autant, 
il ne semble pas y avoir de véritable problème de changement d’échelle, et il ne paraît 
pas nécessaire de rajouter plus de préparation enzymatique. En effet, cela semble 
inutile, compte tenu des temps réels disponibles pour le traitement et de la rapidité avec 
laquelle l’objectif est atteint dans les trois autres essais. 
 
 Les hydrolyses A et B sont celles qui ont permis d’atteindre les pourcentages 
d’hydrolyse les plus élevés (99,9 % et 98,7 % au moment de l’envoi en fermentation, 
respectivement). Or, elles ont été réalisées sur des miels de plus bas degré Brix que les 
hydrolyses 1 et 2. Dans le Chapitre 5, nous avions remarqué que l’hydrolyse 
enzymatique ne dépassait pas 93 % sur le MPH sélectionné pour l’optimisation en 
laboratoire, et avions formulé, parmi les hypothèses pour expliquer ce constat, qu’il 
pouvait y avoir une inhibition des enzymes à la forte concentration en fructose obtenue 
après ce degré de conversion, ou tout simplement que l’équilibre de la réaction était 
moins déplacé dans le sens de l’hydrolyse compte tenu de la plus faible disponibilité des 
molécules d’eau. En effet, ce MPH, sélectionné sur la base de son bas degré 
d’hydrolyse, s’était également révélé être celui de plus haut degré Brix (18,6) parmi les 
MPH échantillonnés et caractérisés dans le Chapitre 4, et le plus concentré en sucres, à 
l’exception du MPH 4 (voir Tableau 4.1, Chapitre 4). Ici, il est difficile de confirmer 
complètement ces hypothèses, compte tenu du fait que les cinétiques ont été réalisées 
sur des temps différents (jusqu’à envoi en fermentation du miel), mais la comparaison 
des cinétiques d’hydrolyse 2 et B semble les conforter, même si le point prélevé à 19 h 
pour l’hydrolyse 2 montre une hydrolyse de 98,1 %. En effet, ce point semble 
légèrement surestimé par rapport à l’aspect général de la cinétique. Une étude précise de 
l’effet de la concentration en sucres du miel sur le pourcentage d’hydrolyse atteint 
pourrait être envisagée.  
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 Les pourcentages d’hydrolyse et le pH des miels traités à l’acide (témoins) au 
moment de l’envoi en fermentation sont présentés dans le Tableau 6.2. 
 
Tableau 6.2. Pourcentage d’hydrolyse et pH des miels témoins, traités à l’acide, au 
moment de leur envoi en fermentation. 
Témoin Essai % d'hydrolyse pH
1 Avril 07 91,9 % 1,95
2 Avril 07 91,4 % 2,85
A Juillet 07 80,5 % 3,73
B Juillet 07 88,4 % 3,08
 
 
 Ce tableau montre que les miels témoins sont, dans tous les cas, moins bien 
hydrolysés que ceux traités à l’aide de la Préparation X. Ils montrent également que 
dans deux cas (Témoins A et B), le miel est hydrolysé à moins de 90 %. En toute 
rigueur, au moins dans le cas du témoin B, le miel n’aurait pas dû être envoyé en 
fermentation, mais comme nous l’avons expliqué plus haut, dans le cas des témoins, 
nous avons interféré le moins possible avec ce qui se fait de façon routinière à la 
distillerie de façon à constituer des témoins représentatifs.  
 
 Pour les quatre témoins, en réalité, seul le pH a été mesuré avant envoi en 
fermentation, et le résultat du pourcentage d’hydrolyse n’a été disponible que plus tard. 
S’il est vrai qu’avec l’expérience de la distillerie, le pH peut permettre de savoir si le 
miel est hydrolysé ou non (à condition que la température soit suffisamment haute, 
puisque c’est le couple température/pH qui contrôle l’hydrolyse), un constat clair 
apparaît au vu de ces résultats : le miel a un certain pouvoir tampon, et l’ajout de la 
même quantité d’acide peut aboutir à l’obtention d’un pH très différent selon le miel. Le 
pH obtenu après ajout d’acide dépend très probablement du pH avant ajout, et de la 
concentration en sucres du miel.  
 
 Le fait de ne mesurer que le pH pour valider le miel à la distillerie n’est pas 
forcément remis en cause ici, mais il est clair qu’il faut s’assurer d’avoir un pH 
suffisamment bas avant de valider. Dans le cas du témoin A par exemple, il était 
prévisible que le pH observé (3,73) allait correspondre à un faible pourcentage 
d’hydrolyse. En suivant rigoureusement les consignes de production telles qu’elles sont 
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données à la distillerie d’Arandas, de l’acide aurait dû être ajouté, jusqu’à obtenir un pH 
proche de 2,0.  
 
 Le constat précédent montre un autre avantage de l’hydrolyse enzymatique. En 
effet, nous avons vu plus haut qu’il est possible que le degré d’hydrolyse atteint avec le 
traitement enzymatique soit dépendant de la concentration en sucres du miel. 
Cependant, les résultats obtenus montrent que cet effet est moins important que dans le 
cas de l’hydrolyse acide. Autrement dit, le miel obtenu après traitement enzymatique est 
plus homogène que celui obtenu après hydrolyse acide. Ceci peut potentiellement se 
répercuter à toutes les étapes du procédé, puisque dans le cas du traitement acide, une 
neutralisation a lieu en aval pour la formulation du moût de fermentation, avec de 
l’ammoniaque. Ceci  suppose qu’en toute rigueur, si on doit rajouter plus d’acide de 
façon à obtenir un pH proche de 2, il faille ajouter une quantité proportionnelle 
d’ammoniaque, ce qui se traduit par une quantité de sels plus grande, ainsi qu’un apport 
en azote pour la levure différent, puisque l’ammoniaque constitue également une source 
d’azote. En résumé, le traitement enzymatique devrait contribuer à la réalisation de 
fermentations plus homogènes, puisque, en plus de permettre l’obtention d’un miel plus 
homogène, aucune neutralisation n’est nécessaire pour réguler le pH.  
 
 La Figure 6.2 montre l’évolution de la composition en sucres du miel de cuisson 
au cours des différentes hydrolyses enzymatiques réalisées lors des essais.  
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 La figure montre le même comportement typique dans chacune des hydrolyses 
réalisées : disparition progressive et régulière des fructanes et diosides parallèle à une 
augmentation du fructose et du glucose. Dans tous les cas, le miel obtenu après 
hydrolyse contient en proportion : environ 80 % de fructose, 10 % de glucose, 5 % de 
diosides, et 5 % de fructanes. Cette composition correspond à la composition du miel 
sortant du four en fin de cuisson (voir Chapitre 4), et montre que l’hydrolyse 
enzymatique permet de bien terminer le travail d’hydrolyse incomplet de la cuisson.  
 
 Comme dans le Chapitre 4, la comparaison des pourcentages d’hydrolyse 
observés et les quantités de diosides et fructanes résiduels montre qu’il y a une erreur 
réalisée au moment de  l’intégration des chromatogrammes, due à la co-élution d’autres 
Chapitre 6 : Essais industriels d’hydrolyse enzymatique du miel de cuisson  
 156 
composés. Notamment, la comparaison du pourcentage d’hydrolyse atteint dans 
l’expérience C (99,9 %) avec la quantité de fructanes et diosides résiduels apparents 
(5% et 5 %, respectivement) montre qu’en réalité, ces sucres résiduels n’existent pas, et 
qu’ils sont mal estimés en CLHP. Comme nous l’avions dit dans le Chapitre 4, pour les 
fructanes, l’erreur réalisée est logique, puisque ceux-ci sont estimés sur les 
chromatogrammes par la mesure de l’aire du pic d’exclusion (voir Chapitre 2, partie 
II.4), qui contient tous les composés non retenus, et notamment des sels. Pour les 
diosides, nous avions formulé l’hypothèse que des di-D-fructose dianhydrides (DFA) 
pouvaient être les composés interférents dans les chromatogrammes. Dans le cas de 
l’expérience C, cette hypothèse n’est pas vérifiée puisque l’hydrolyse apparente obtenue 
aurait été trouvée plus faible, les DFA libérant du fructose en conditions acides telles 
que celle utilisée pour la détermination du pourcentage d’hydrolyse (voir Chapitre 2, 
partie I.3). 
 
II.2.  Évolution de la concentration en HMF au cours des hydrolyses  
 
Ayant précisé plusieurs fois dans ce document que l’hydrolyse acide générait 
des composés provenant de la dégradation des sucres, et que cette dégradation pouvait 
être évitée par le traitement enzymatique, nous avons suivi l’évolution du HMF (comme 
marqueur des composés de dégradation des sucres) contenu dans le miel tout au long 
des différentes hydrolyses enzymatiques, ainsi que la teneur en HMF avant et après les 
hydrolyses acides témoins, pour confirmer cela. Les résultats sont présentés dans le 
Tableau 6.3.  
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Tableau 6.3. Concentration en HMF des miels avant et après hydrolyse acide ou 
enzymatique.  
MPH Traitement appliqué HMF avant traitement
HMF après 
traitement
Production de 
HMF (%)
1 Hydrolyse acide 1 190,1 823,8 333,4
2  Hydrolyse acide 2 189,0 273,9 44,9
3 Hydrolyse enzymatique 1 201,3 205,8 2,2
4 Hydrolyse enzymatique 2 192,0 198,3 3,3
5 Hydrolyse acide A 215,9 319,0 47,8
6 Hydrolyse enzymatique A 384,8 384,2 - 0,2
7 Hydrolyse enzymatique B 205,4 199,8 -2,7
8 Hydrolyse acide B 231,5 363,6 57,1
 
 
Comme attendu, le tableau montre qu’il y n’y a pas génération de HMF lorsque 
le miel est traité enzymatiquement, alors qu’il y a bien génération de HMF dans le cas 
du traitement acide. Celle-ci varie entre  45 % et peut aller jusqu’à plus de 300 % de la 
quantité initialement présente (hydrolyse acide 1). Rappelons que l’hydrolyse acide 1 
est la plus proche des conditions données en consigne à la distillerie (pH de 2). Ce 
tableau illustre ainsi une nouvelle fois l’hétérogénéité du traitement acide. En effet, 
l’hétérogénéité du pH obtenu après traitement acide se manifeste également dans la 
quantité de composés provenant de la dégradation des sucres obtenue.  
 
 Il faut cependant remarquer que s’il y a effectivement génération de HMF dans 
le cas du traitement acide, celle-ci n’existe pas dans des proportions démesurées, si l’on 
considère la variabilité observée de teneur en HMF du miel avant traitement, et que 
pour la formulation du moût, le miel ne représente que 10 % du volume total. En effet, 
le mélange du miel avec le jus obtenu lors de l’étape de pressage de l’agave (qui 
contient également du HMF) devrait rendre imperceptible la différence de teneur en 
HMF présente dans le moût selon le traitement appliqué sur le miel. Cette hypothèse est 
confirmée plus bas (voir partie  III.2 de ce chapitre).  
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III. Fermentation  
III.1. Déroulement général des différentes fermentations réalisées lors des 
essais 
 
Comme signalé plus haut, dans le procédé habituel, de l’ammoniaque est ajouté 
au moût de fermentation afin de neutraliser l’acide employé pour l’hydrolyse du miel. 
Le moût ainsi formulé doit avoir un pH compris entre 4,0 et 4,5. Dans le cas des essais 
d’hydrolyse enzymatique, le pH du moût formulé s’est avéré compris entre ces deux 
limites sans ajout d’ammoniaque. La question d’en ajouter ou non s’est alors posée, 
puisque que nous voulions éviter une carence en azote pour la levure. Dans le procédé 
habituel, de l’urée est ajoutée comme source additionnelle d’azote. Compte tenu des 
quantités respectives ajoutées habituellement, nous avons calculé que la concentration 
en azote total ajouté dans le moût était approximativement de 0,32 g/l, et que la part 
apportée par l’ammoniaque était de 20 % environ. Cette part n’est pas négligeable, mais 
la faible quantité d’azote ajoutée en réalité nous a permis de supposer que la levure ne 
serait pas réellement affectée par cette différence. La faible dépendance de la levure vis-
à-vis de l’azote a été confirmée lors des essais par le chef de production de la distillerie. 
Il a donc été décidé de ne pas ajouter d’ammoniaque, d’autant plus qu’il nous a paru 
intéressant d’évaluer si ce produit chimique dangereux pouvait être éliminé du procédé 
en même temps que l’acide, grâce au traitement enzymatique. 
 
Remarque : D’après Pinal et coll. 2003, la teneur naturelle en azote du jus 
d’agave cuit est très basse (< 2 mg/l), elle est donc négligeable par rapport aux quantités 
ajoutées au moût. Les concentrations présentées ci-dessus peuvent donc être considérées 
comme des teneurs totales en azote dans le moût.  
 
Le Tableau 6.4 récapitule les différentes fermentations réalisées lors des essais.  
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Tableau 6.4. Fermentations réalisées lors des essais.  
Epoque Miel entrant dans la formulation du moût 
Codes fermentations 
correspondantes
217
218
219
234
235
236
237
238
239
240
241
242
434
435
436
437
439
440
441
442
Juillet 07
Acide A (Témoin A)
Enzymatique A
Enzymatique B
Acide B (Témoin B)
Avril 07
Acide 1 (Témoin 1)
Acide 2 (Témoin 2)
Enzymatique 1
Enzymatique 2
 
 
 
L’évolution du degré Brix du moût au cours de la fermentation est suivie en 
routine à la distillerie. Les Figures 6.3 et 6.4 présentent cette évolution pour chacune 
des fermentations réalisées lors des essais.  
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Figure 6.3. Évolution du degré Brix au cours des fermentations réalisées lors de l’essai 
d’avril 07. En bleu : fermentations de moûts formulés avec des miels ayant subi le 
traitement acide (témoins). En rouge : fermentations de moûts formulés avec des miels 
ayant subi le traitement enzymatique.  
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Figure 6.4. Évolution du degré Brix au cours des fermentations réalisées lors de l’essai 
de juillet 07. En bleu : fermentations de moûts formulés avec des miels ayant subi le 
traitement acide (témoins). En rouge : fermentations de moûts formulés avec des miels 
ayant subi le traitement enzymatique.  
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Les Figures 6.3 et 6.4 n’ont pas été construites dans le but de permettre le suivi 
précis des différentes cinétiques de fermentation, mais afin de détecter si deux 
comportements de fermentation distincts étaient visibles, selon que le moût ait été 
formulé avec un miel hydrolysé chimiquement (en bleu sur les figures) ou 
enzymatiquement (en rouge). Les figures ne permettent de distinguer aucune différence 
de comportement selon le traitement  appliqué sur le miel. En effet, les cinétiques ont le 
même aspect général et on ne remarque dans aucune d’elles une population de points 
rouges et une population de points bleus séparées.  
 
En revanche, ces figures mettent en évidence une grande variabilité, surtout lors 
de l’essai d’avril, des vitesses de fermentation de moûts contenant des miels ayant subi 
le même traitement, et cette variabilité semble plus grande dans le cas des fermentations 
de moûts formulés avec des miels témoins (traités à l’acide). Nous pouvons par exemple 
remarquer que lors de l’essai d’avril 07, la fermentation 218 s’est terminée en 
approximativement 30 h, alors que la fermentation 234 n’était toujours pas terminée 
après plus de 50 h (Figure 6.3). Nous pouvons voir également que la fermentation 235 
semble ne pas s’être déroulée normalement lors de cet essai. Cette fermentation 
correspondait à un témoin. Ce constat sera pris en considération lors des tests 
statistiques réalisés plus loin, car l’écart à la normale de cette fermentation pourrait 
éventuellement masquer des différences significatives potentielles sur le déroulement 
des fermentations, la composition des moûts fermentés, et celle des produits finis, selon 
le traitement appliqué sur le miel. Aucun des paramètres mesurés lors de cette 
fermentation n’a permis de comprendre ce comportement très particulier. Un problème 
de préparation de l’inoculum pourrait être à l’origine. Par exemple, une température mal 
contrôlée ou une aération insuffisante lors de la préparation de l’inoculum pourrait avoir 
rendu les levures plus sensible à l’alcool, ce qui expliquerait que la fermentation 235 
commence normalement, avant de se bloquer.   
 
Les fermentations réalisées lors de l’essai de juillet présentent, elles, un aspect 
plus homogène.   
 
A partir des mesures du degré Brix réalisées sur les douze premières heures de 
chacune des fermentations, nous avons calculé une vitesse apparente moyenne, 
Chapitre 6 : Essais industriels d’hydrolyse enzymatique du miel de cuisson  
 162 
exprimée en « diminution du degré Brix par heure », afin de détecter si le démarrage des 
fermentations était différent selon que le miel entrant dans la composition du moût ait 
été traité à l’acide ou enzymatiquement. La vitesse moyenne a été mesurée sur les douze 
premières heures car il manque des points pour certaines cinétiques après ce temps là, 
et, en outre, la fermentation 235 ne présente pas d’écart visible sur cette période de 
temps. Les vitesses apparentes moyennes calculées sont rassemblées dans le Tableau 
6.5.  
 
Tableau 6.5. Vitesses apparentes moyennes des douze premières heures des 
fermentations réalisées lors des essais.  
 
Code 
fermentation
Vitesse apparente 
(Diminution moyenne 
du Brix par heure)
217 0,25
218 0,32
219 0,32
234 0,28
235 0,38
236 0,28
237 0,24
238 0,31
239 0,43
240 0,42
241 0,47
242 0,38
434 0,66
435 0,66
436 0,47
437 0,42
439 0,33
440 0,36
441 0,52
442 0,55
 
 
 
Ce tableau montre une grande hétérogénéité sur la vitesse initiale de 
fermentation, même lorsque le moût a été formulé avec des miels ayant subi le même 
traitement. Une analyse de variance (ANOVA) a été réalisée sur ces valeurs, afin de 
détecter des différences significatives de vitesses moyennes selon que le miel utilisé 
dans le moût avait été traité à l’acide ou enzymatiquement, mais également selon 
l’époque de l’essai (avril 07 ou Juillet 07).  
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Les résultats de l’ANOVA sont représentés sur le diagramme de Pareto, Figure 
6. 5.  
Effet standardisé
0 1 2 3 4 5
B:Traitement
AB
A:Période
 
Figure 6.5. Diagramme de Pareto représentant l’effet de l’époque de l’essai (avril 07 ou 
juillet 07) et l’effet du traitement du miel (acide ou enzymatique) entrant dans la 
composition du moût sur la vitesse moyenne apparente des douze premières heures de 
fermentation. Lorsque l’effet dépasse la ligne bleue, il est significatif. 
 
Le diagramme obtenu montre que l’époque de l’essai, ainsi que le traitement 
appliqué sur le miel ont un effet significatif sur la vitesse moyenne apparente des douze 
premières heures de fermentation : la vitesse est significativement plus faible lors de 
l’essai du mois d’avril 07 (probabilité obtenue p = 0,0002) et  lorsque le miel a été traité 
enzymatiquement (p = 0,0321). Cependant, le diagramme montre également que l’effet 
de l’époque est plus important que l’effet du traitement. Autrement dit, l’effet potentiel 
du traitement enzymatique est inférieur à la variabilité intrinsèque du procédé au cours 
de l’année. L’interaction époque/traitement est également significative (p = 0,0014) et 
illustre le fait qu’en avril, la vitesse était significativement plus faible pour les 
fermentations témoins que pour les fermentations des moûts contenant des miels traités 
enzymatiquement, et que l’inverse s’est produit lors de l’essai de juillet. Cela confirme 
que le traitement a un effet plus faible que la variabilité intrinsèque du procédé.   
 
Les Figures 6.6 et 6.7 présentent les rapports de fermentation réalisés à la 
distillerie pour les mois d’avril 07 et juillet 07. Les fermentations témoins et 
« enzymatiques » réalisées lors des essais sont surlignées.  
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Figure 6.6. Rapport des fermentations de la distillerie d’Arandas, avril 07. Les fermentations réalisées au cours de l’essai sont surlignées. En 
bleu, fermentations témoins. En jaune, fermentations « enzymatiques ».   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Témoin 1 
 
Témoin 2                                           
 
Hydrolyse
enzymatique  1 
Hydrolyse 
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Figure 6.7. Rapport des fermentations de la distillerie d’Arandas, juillet 07. Les fermentations réalisées au cours de l’essai sont surlignées. En 
bleu, fermentations témoins. En jaune, fermentations « enzymatiques ».
Témoin A Témoin B                                           Hydrolyse
enzymatique A
Hydrolyse
enzymatique B
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 Les Figures 6.6 et 6.7 montrent que les fermentations « enzymatiques » réalisées 
lors des essais entrent parfaitement dans la variabilité mensuelle du procédé et ne 
laissent apparaître aucune différence visible notable due au changement de traitement. 
La figure 6.6 illustre, en revanche, le problème de la fermentation 235, déjà signalé plus 
haut. En effet, nous pouvons voir que le facteur Richesse alcoolique/degré Brix initial 
de la fermentation, qui représente une sorte de rendement de fermentation, est 
particulièrement bas, et atteint la valeur inférieure limite. Cette fermentation constitue 
un point critique. 
  
  Remarque : les valeurs supérieures et inférieures limites sont calculées à partir de 
l’ensemble des valeurs obtenues pour les fermentations de tout le mois à l’aide des 
formules suivantes :  
 
 . Limite inférieure = moyenne (valeurs du mois) – 3 écart-type (valeurs du mois). 
 . Limite supérieure = moyenne (valeurs du mois) + 3 écart-type (valeurs du mois) 
 
 Le Tableau 6.6 récapitule les concentrations initiales et finales en sucres 
réducteurs totaux (SRT) des moûts des fermentations réalisées au cours des essais,  la 
richesse alcoolique de chacun des moûts fermentés, ainsi que les rendements et 
efficacités de fermentation calculés à partir ce ces données, comme expliqué dans le 
Chapitre Matériels et Méthodes (voir partie IV.2.5, Chapitre 2).  
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Tableau 6.6. Concentrations initiales et finales en SRT des moûts des fermentations 
réalisées lors des essais, richesse alcoolique des moûts fermentés, rendement et 
efficacité de fermentation correspondants.  
 
Essai  Miel entrant dans la formulation du moût
Code 
fermentation
Concentration 
initiale en SRT 
dans le moût 
(g/l)
Concentration 
finale en SRT 
dans le moût 
(g/l)
Richesse 
alcoolique du 
moût fermenté 
(°GL)
Sucres 
consommés 
(g/l)
Rendement 
massique de 
fermentation  
(g d'ethanol 
formés par g 
se sucre)
Efficacité de 
fermentation  
(%)
Témoin 1 217 139.9 6.5 6.4 133.4 37.9 74.2
Témoin 1 218 141.7 7.2 6.4 134.5 37.5 73.6
Témoin 1 219 135.5 6.2 6.2 129.3 37.8 74.2
Témoin 2 234 135.6 7.7 5.5 127.9 33.9 66.5
Témoin 2 235 120.4 9.2 4 111.2 28.4 55.6
Enzymatique 1 236 126.8 4.8 5.6 122 36.2 71.0
Enzymatique 1 237 126.1 4.7 5.5 121.4 35.7 70.1
Enzymatique 1 238 130.7 5 5.9 125.7 37.0 72.6
Enzymatique 1 239 129.4 5.9 5.1 123.5 32.6 63.9
Enzymatique 2 240 132.2 5.5 5.3 126.7 33.0 64.7
Enzymatique 2 241 128.8 6.4 5.7 122.4 36.7 72.0
Enzymatique 2 242 131.9 6.6 6 125.3 37.8 74.1
Témoin A 434 112.6 7.2 6.4 105.4 47.9 93.9
Témoin A 435 115.7 7.5 5.9 108.2 43.0 84.4
Enzymatique A 436 123.6 6.2 6 117.4 40.3 79.1
Enzymatique A 437 130 5.9 6.1 124.1 38.8 76.0
Enzymatique B 439 143.7 6 5.4 137.7 30.9 60.7
Enzymatique B 440 139.7 6.5 5.7 133.2 33.8 66.2
Témoin B 441 125.9 6.5 5.9 119.4 39.0 76.4
Témoin B 442 125.1 7.1 6 118 40.1 78.7
Juillet 07
Avril 07
 
 
 La variabilité importante de l’efficacité de fermentation observée dans le tableau 
pourrait s’expliquer par une précision insuffisante sur la richesse alcoolique (titre 
alcoolique) mesuré par ébulliométrie, ou par un défaut de maîtrise des fermentations à la 
distillerie.  
  
 À partir des efficacités de fermentation calculées, une ANOVA a été réalisée 
afin, une nouvelle fois, de savoir si l’époque de l’essai ou le traitement appliqué sur le 
miel de cuisson avaient un impact sur l’efficacité de fermentation. Les résultats de 
l’ANOVA sont présentés sur le diagramme de Pareto Figure 6.8.  
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Figure 6.8. Diagramme de Pareto représentant l’effet de l’époque de l’essai (avril 07 ou 
juillet 07) et l’effet du traitement du miel (acide ou enzymatique) entrant dans la 
composition du moût sur l’efficacité de fermentation. Lorsque l’effet dépasse la ligne 
bleue, il est significatif.  
 
Ce diagramme montre que sur notre jeu de données, l’époque de l’essai a un 
effet significatif sur l’efficacité de la fermentation (probabilité obtenue p = 0,0281). 
L’effet de l’interaction époque/traitement sur l’efficacité de fermentation est également 
significatif (p = 0,0439). Cela illustre une nouvelle fois une variabilité importante des 
fermentations à la distillerie d’Arandas. En effet, la significativité de cette interaction 
traduit le fait qu’en avril 07, l’efficacité de fermentation a été significativement 
meilleure lorsque le miel entrant dans la composition du moût avait été traité 
enzymatiquement, alors que l’inverse s’est produit lors de l’essai de juillet. La 
significativité de cette intéraction ne nous permet pas de conclure sur l’effet du 
traitement.  
 
Une nouvelle ANOVA a été réalisée en éliminant de notre jeu de données la 
fermentation 235, et cette fois, les valeurs de probabilité obtenues montrent que l’effet 
de l’époque n’est plus significatif (p = 0,0522). En revanche, l’effet du traitement du 
miel devient, dans ce cas, significatif (p = 0,0168). Il est donc possible que le traitement 
joue un effet négatif sur l’efficacité de fermentation. Une des causes éventuelles 
pourrait alors être le fait de ne pas avoir ajouté d’ammoniaque au moût de fermentation. 
La représentation du facteur Richesse alcoolique/degré Brix initial de fermentation des 
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rapports de la distillerie (Figure 6.6 et 6.7) montrent cependant que s’il y a un effet, 
celui-ci est moins important que que l’hétérégonéité intrinsèque des fermentations (sur 
les deux rapports, on trouve de nombreuses fermentations moins efficaces dans le 
procédé habituel que celles réalisées avec les miels enzymatiques lors des essais). Dans 
l’hypothèse du remplacement de l’hydrolyse acide à la distillerie d’Arandas, cependant, 
la détermination de l’efficacité des fermentations suivant le remplacement, sur un 
nombre plus important de fermenteurs que lors de nos essais, ne devra pas être négligée. 
S’il apparaît que l’efficacité est plus mauvaise qu’avant le remplacement, l’effet de  
l’ajout d’ammoniaque dans le moût pourra être réévalué.  
 
III.2. Devenir du HMF au cours des fermentations  
 
Nous avons vu plus haut (partie II.2 de ce chapitre) que dans le cas où 
l’hydrolyse du miel est réalisée enzymatiquement, aucune apparition de composés de 
dégradation des sucres (ou du moins de HMF) n’est notée. En revanche, quand le miel 
est traité à l’acide, du HMF est généré mais dans des proportions telles que nous avions 
supposé que les différences entre les deux traitements sur la génération de HMF ne 
seraient pas visibles au niveau de la fermentation. Nous avons donc mesuré l’évolution 
de ce composé au cours de toutes les fermentations réalisées pendant les essais pour 
confirmer cela. Les résultats sont présentés dans le Tableau 6.7.  
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Tableau 6.7. Evolution du HMF au cours des fermentations réalisées lors des essais. 
 
Epoque Miel entrant dans la formulation du moût 
Codes fermentations 
correspondantes
HMF début de 
fermentation 
(mg/kg)
HMF fin de 
fermentation 
(mg/kg)
217 527,7 7,9
218 449,0 6,9
219 519,0 7,1
234 490,1 nd
235 512,2 5,4
236 422,4 5,5
237 565,5 5,9
238 438,3 6,0
239 505,4 6,3
240 421,7 6,2
241 564,8 6,8
242 437,6 6,8
434 398,5 6,4
435 468,5 6,7
436 501,1 6,6
437 523,2 6,0
439 421,8 6,0
440 564,9 6,3
441 454,1 6,3
442 484,0 6,2
483,5 +/- 10,8 % 6,4 +/- 9,1 %Moyenne
Juillet 07
Acide A (Témoin A)
Enzymatique A
Enzymatique B
Acide B (Témoin B)
Avril 07
Acide 1 (Témoin 1)
Acide 2 (Témoin 2)
Enzymatique 1
Enzymatique 2
 
 
 
Nous pouvons tout d’abord noter qu’en début de fermentation, la concentration 
de HMF dans le moût est approximativement de 500 mg/kg, concentration inférieure 
aux concentrations inhibitrices décrites dans la littérature (à partir de 1000 mg/l) (Azhar 
et coll. 1981; Taherzadeh et coll. 1997; Palmqvist et Hahn-Hagerdal 2000; Taherzadeh 
et coll. 2000). 
 
Ensuite, nous pouvons remarquer, comme anticipé, que quel que soit le 
traitement appliqué sur le miel, et donc qu’il y ait génération ou non de HMF à ce 
niveau là, il n’y a aucune répercussion sur la teneur en HMF du moût de fermentation. 
Ceci s’explique par le faible volume que représente le miel dans le moût (environ 10 
%), et par la faible proportion relative de HMF que génère le traitement acide par 
rapport à la variabilité existante en HMF généré par la cuisson. En particulier, nous 
pouvons voir que les moûts contenant le plus de HMF au début de la fermentation 
(fermentations 237, 241, 437 et 440) correspondent à des fermentations 
« enzymatiques », bien qu’il n’y ait pas eu de génération de ce composé lors de 
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l’hydrolyse du miel. En appliquant successivement un test de Student et un test de 
Wilcoxon Mann-Whitney sur les valeurs de HMF observées au début de la 
fermentation, on voit ainsi qu’il n’y a aucune différence significative selon le traitement 
appliqué sur le miel (p = 0,69 et p = 0,88, respectivement). Il apparaît donc clairement 
que le remplacement du traitement acide par le traitement enzymatique ne changera rien 
sur la concentration en ce composé au départ de la fermentation. 
 
Enfin, autre élément remarquable dans le tableau, nous pouvons noter que, au 
moins en apparence, le HMF est consommé par la levure au cours de la fermentation, et 
n’existe plus qu’à des concentrations de l’ordre de 6 mg/kg dans les moûts fermentés.   
 
III.3. Étude des composés volatils contenus dans les moûts fermentés  
 
La Figure 6.9 présente les concentrations des principaux composés volatils 
déterminés en HS-CPG (voir Chapitre 2, partie IV.2.9) dans les moûts fermentés 
correspondants aux essais.  
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Figure 6.9.  Concentration des principaux composés volatils des moûts fermentés 
obtenus lors des essais. Les valeurs présentées correspondent aux valeurs moyennes 
obtenues de trois déterminations indépendantes, avec un écart-type inférieur à 5 % dans 
la quasi-totalité des cas. 
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 Remarque : Le 2-butanol, le 1-pentanol et le furfural ont également été calibrés 
dans le HS-CPG, mais n’ont été détectés dans aucun des moûts fermentés.  
 
 À partir des valeurs obtenues, des ANOVA ont été réalisées, afin de déterminer 
si l’époque de l’essai ou le traitement appliqué sur le miel entrant dans la composition 
du moût influait significativement sur la composition en chacun des composés volatils 
dosés. Les résultats des différentes ANOVA sont présentés sur les diagrammes de 
Pareto de la Figure 6.10.  
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Figure 6.10. Diagrammes de Pareto représentant l’effet de l’époque de l’essai (avril 07 
ou juillet 07) et l’effet du traitement du miel (acide ou enzymatique) entrant dans la 
formulation du moût sur la composition en différents composés volatils des moûts 
fermentés. Lorsque l’effet dépasse la ligne bleue, il est significatif.  
Chapitre 6 : Essais industriels d’hydrolyse enzymatique du miel de cuisson  
 175 
Les diagrammes de la Figure 6.10 montrent que le traitement du miel n’a pas 
d’effet significatif sur la composition en volatils du moût de fermentation, sauf pour le 
1-butanol, trouvé significativement plus présent dans les moûts correspondant aux 
fermentations « enzymatiques ». Cependant, l’effet du traitement sur la composition en 
1-butanol est moins important que celui de l’époque de l’essai, traduisant, une nouvelle 
fois, que si l’hydrolyse enzymatique du miel a un effet sur la composition du moût 
fermenté, celui-ci est moins important que la variabilité intrinsèque du procédé. En plus 
de son effet significatif sur la composition en 1-butanol, l’époque de l’essai a un effet 
significatif sur la composition en acétaldéhyde, acétate d’éthyle, 1-propanol, et lactate 
d’éthyle des moûts fermentés. 
 
En éliminant le moût fermenté 235 de notre jeu de données, l’effet de l’époque 
sur la composition des moûts fermentés en acétate d’éthyle n’est plus significatif (p = 
0,0509). En revanche, son effet sur la composition en alcool isoamylique et lactate 
d’éthyle devient significatif (valeurs de probabilité p = 0,0447 et  p = 0,007, 
respectivement), ainsi que l’effet du traitement sur la composition en lactate d’éthyle (p 
= 0,0384). Mais là encore, dans ce dernier cas, l’effet du traitement est moins important 
que celui de l’époque.  
 
IV. Analyse des lots de tequila produits  
 
Le Tableau 6.8 donne les correspondances entre les noms des différents lots de 
tequila produits et les moûts fermentés qui ont été distillés pour les constituer. 
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Tableau 6.8. Correspondance entre les lots de tequila produits et les moûts distillés pour 
les constituer.  
 
Epoque Miel entrant dans la formulation du moût 
Codes fermentations 
correspondantes
Lot de tequila 
correspondant
217
218
219
234
235
236
237
238
239
240
241
242
434
435
436
437
439
440
441
442
Lot Acide A (Témoin A)
Lot Enzymatique A
Lot Enzymatique B
Lot Acide B (Témoin B)
Lot Acide 1 (Témoin 1)
Lot Acide 2 (Témoin 2)
Lot Enzymatique 1
Lot Enzymatique 2
Acide B (Témoin B)
Enzymatique 1
Enzymatique 2
Juillet 07
Avril 07
Acide 1 (Témoin 1)
Acide 2 (Témoin 2)
Acide A (Témoin A)
Enzymatique A
Enzymatique B
 
 
 
IV.1. Analyses chromatographiques  
 
 
Le Tableau 6.9 présente les concentrations en différents composés volatils 
déterminées en CPG dans chacun des lots de tequila produits. Ces concentrations sont 
représentées sur la Figure 6.11, où apparaissent également les concentrations en ces 
volatils déterminées dans les standards mensuels d’un an de production (août 06 à juillet 
07) récupérés à la distillerie, à titre de comparaison (Voir Chapitre 2, partie IV.2.4).  
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Tableau 6.9. Concentration en différents composés volatils des lots de tequila produits.  
 
Alcool 
isoamylique
Alcool 
isobutylique Méthanol Acétaldéhyde
Acetate 
d'éthyle Furfural 
Acide 1 169.3 48.1 212.2 7.2 29.1 0.983
Acide 2 229.5 54.8 215.1 9.1 48.6 1.146
Enzymatique 1 114.5 41.8 181.8 4.5 31.6 0.865
Enzymatique 2 107.2 39.6 194.1 5.1 33.6 0.960
Acide A 115.5 50.6 199.4 10.2 23.1 0.703
Acide B 87.5 37.6 163.9 5.2 21.1 0.783
Enzymatique A 122.8 47.0 198.1 5.3 22.5 0.775
Enzymatique B 199.7 52.7 185.3 8.2 24.0 0.778
Valeurs exprimées en mg pour 100 ml d'éthanol anhydre*
Lot de tequila
 
* les valeurs présentées correspondent aux valeurs moyennes obtenues de deux déterminations 
indépendantes avec un écart-type inférieur à 5 % dans tous les cas.   
 
Nous pouvons particulièrement noter sur le Tableau 6.9 et la Figure 6.11 que, 
pour chaque composé volatil considéré et parmi les 8 lots produits lors des essais, les 
valeurs inférieures et supérieures sont systématiquement détenues par un lot de tequila 
témoin (acide), sauf pour l’acétaldéhyde en lequel le lot Enzymatique 1 s’est révélé le 
plus pauvre. 
 
Ce constat montre  que les lots de tequila obtenus de moûts formulés avec des 
miels traités enzymatiquement sont plus homogènes que ceux obtenus dans le procédé 
normal, et entrent parfaitement dans la variabilité intrinsèque du produit fabriqué 
actuellement par la distillerie.  
 
Là encore, des ANOVA sur les valeurs obtenues pour chacun des composés 
volatils ont été réalisées afin de déceler des différences significatives de concentration 
dans les lots de tequila produits en fonction du traitement appliqué sur le miel ou de 
l’époque de l’essai. Les résultats  des différentes ANOVA sont présentés sur les 
diagrammes de Pareto de la Figure 6.12.  
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Figure 6.11.  Concentration des principaux composés volatils des lots de tequila 
produits lors des essais industriels. Les valeurs présentées correspondent aux valeurs 
moyennes obtenues de deux déterminations indépendantes avec un écart-type inférieur à 
5 % dans tous les cas. 
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Figure 6.12. Diagrammes de Pareto représentant l’effet de l’époque de l’essai (avril 07 
ou juillet 07) et l’effet du traitement du miel (acide ou enzymatique) sur la composition 
en différents composés volatils des lots de tequila. Lorsque l’effet dépasse la ligne 
bleue, il est significatif.  
 
 
Les diagrammes de la Figure 6.12 montrent que ni l’époque des essais, ni le 
traitement appliqué sur le miel de cuisson n’a un effet significatif sur les concentrations 
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des différents composés volatils dosés dans les lots de tequila, à l’exception, toutefois, 
du furfural qui a été trouvé significativement plus présent dans les lots de tequila 
produits en avril. Ce constat montre que le remplacement de l’hydrolyse acide par une 
hydrolyse enzymatique dans le procédé d’élaboration n’affecte pas le profil 
chromatographique du produit fini.   
 
Remarque : Le fait que la teneur en furfural ait été trouvée différente entre les 
lots de tequila d’avril et juillet peut être due à de nombreux facteurs : matière première, 
cuisson ou distillation différente, intervention du climat (juillet : saison des pluies, 
avril : saison sèche),….Les résultats obtenus, cependant, montrent qu’en dépit de la 
variabilité des fermentations, de matière première, de climat, la distillerie d’Arandas 
fabrique un produit fini relativement homogène et de profil chromatographique stable.  
   
IV.2. Évaluations sensorielles 
 
Afin de complémenter les analyses chromatographiques, des analyses 
sensorielles ont été réalisées pour déterminer si des différences, au nez et en bouche, 
étaient perçues entre les lots de tequila enzymatique et les lots de tequila acide. En effet, 
si les analyses chromatographiques n’ont mis aucune différence en évidence, des 
évaluations sensorielles sont cependant indispensables, puisque une différence de 
concentration en quelques composés minoritaires, par exemple, peut avoir un rôle 
déterminant sur le profil sensoriel du produit.  
 
Il est tout d’abord important de noter qu’à la distillerie, chacune des charges de 
rectification (une charge de rectification est définie comme le volume de tequila à haut 
degré alcoolique sortant du 2nd alambic -rectificateur-, c'est-à-dire de la tequila résultant 
de la distillation de l’ordinario chargé dans cet alambic, voir Chapitre 1, partie IV.5) 
subit une analyse sensorielle de routine. Au cours des essais, les analyses sensorielles de 
routine ont été réalisées de la même façon, et toutes les charges de rectification 
produites, qu’elles soient issues du traitement enzymatique ou acide, ont été validées, 
sans exception. Ceci montre que les charges entraient toutes dans un rang de variabilité 
acceptable.  
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Sur les lots produits (un lot correspond à plusieurs charges de rectification) au 
cours des essais, différentes séries d’évaluations ont été conduites. Ainsi, les 4 lots de 
tequila produits au cours de l’essai d’avril 07 (lots Acides 1 et 2  et lots Enzymatiques  1 
et 2), et les 4 lots de tequila produits lors de l’essai de juillet (lots Acides  A et B et lots 
Enzymatiques  A et B) ont d’abord été soumis à des tests de proximité par rapport au lot 
Standard du moment (avril 07 ou juillet 07), dans 3 laboratoires différents (1 en France 
et 2 au Mexique) (voir Chapitre 2, partie IV.II.11).  
 
En France, les tests de proximité ont été conduits sur un panel de 20 juges, à 40 
% TAV, au nez d’une part, puis en bouche d’autre part, sans répétition. Dans les deux 
laboratoires mexicains, les tests ont été réalisés sur un panel de 6 juges, à 20 % TAV, au 
nez et en bouche sans séparer, en triple. Les résultats obtenus pour les lots produits en 
avril 07 sont présentés dans les Tableaux 6.10 et 6.11. Ceux obtenus pour les lots 
produis en juillet 07 sont présentés dans les Tableaux 6.12 et 6.13. Comme nous 
l’avons expliqué dans le Chapitre 2, dans les tests de proximité, une ANOVA est 
d’abord réalisée. Si le résultat de l’ANOVA est significatif, cela signifie que la distance 
moyenne jugée entre au moins un des lots de tequila et le standard est significativement 
plus grande que la distance moyenne jugée entre le standard identifié et le standard codé 
(voir Chapitre 2, partie IV.II.11). Un test de Newmann-Keuls est alors appliqué, si le 
résultat de l’ANOVA est significatif, pour créer des groupes de produits s’éloignant de 
façon homogène de la référence. Chacun des tableaux présente donc la probabilité 
obtenue pour l’ANOVA, et, s’il est significatif, les groupes homogènes, représentés par 
des lettres majuscules.  
 
Tableau 6.10. Résultats des tests de proximité réalisés en France sur les lots de tequila 
produits au cours de l’essai d’avril 07. A, B, groupes homogènes.  
 
Standard 
avril 2007 Acide 1 Acide 2 Enzymatique 1 Enzymatique 2 Probabilité ANOVA
Proximité au nez       
(Laboratoire France) A B AB B B 0,005
Proximité  en bouche 
(Laboratoire France) 0,345NON SIGNIFICATIF
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Le Tableau 6.10 montre que dans le cas des tests réalisés en France, en ce qui 
concerne l’essai d’avril 07, tous les lots ont été trouvés significativement différents du 
Standard, au nez, sauf le témoin Acide 2, qui n’a pu être distingué ni du Standard, ni du 
groupe de moyennes significativement supérieures.  
 
Ce tableau montre également que les témoins acides et les essais enzymatiques 
n’ont pas pu être différenciés entre eux pour la proximité au nez. 
 
Pour les dégustations en bouche, aucune différence significative n’a été perçue  
entre les lots.  
 
Enfin, les groupes homogènes obtenus montrent que les 2 lots enzymatiques sont 
plus proches entre eux que les 2 lots acides (les lots enzymatiques sont plus 
homogènes).  
 
 
Tableau 6.11. Résultats des tests de proximité réalisés au Mexique sur les lots de 
tequila produits au cours de l’essai d’avril 07. A, B, C, D, E, groupes homogènes.  
 
Standard 
avril 2007 Acide 1 Acide 2 Enzymatique 1 Enzymatique 2 Probabilité ANOVA
Proximité au nez et en bouche      
(Laboratoire Mexique 1) A B ABC BD BDE <0,05
Proximité au nez et en bouche 
(Laboratoire Mexique 2) 0,0834NON SIGNIFICATIF
  
 
 
Le Tableau 6.11 montre que pour dans le cas des tests réalisés au Mexique, en 
ce qui concerne l’essai d’avril 07, dans le premier laboratoire, tous les lots produits ont 
été jugés significativement différents du Standard (pour la proximité au nez et en 
bouche), sauf le témoin Acide 2, qui n’a pu être distingué ni du Standard, ni des groupe 
de moyennes significativement supérieures. Ces résultats sont concordants avec ceux 
présentés dans le Tableau 6.10. 
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Nous pouvons également remarquer que les témoins acides et les essais 
enzymatiques n’ont pas pu être différenciés entre eux. 
 
Dans le second laboratoire mexicain, les résultats obtenus n’ont permis de 
déceler aucune différence, ni entre les lots produits, ni entre les lots produits et le 
Standard.  
 
 
Tableau 6.12. Résultats des tests de proximité réalisés en France sur les lots de tequila 
produits au cours de l’essai de juillet 07. A, B, groupes homogènes.  
 
Standard 
juillet 2007 Acide A Acide B Enzymatique A Enzymatique B Probabilité ANOVA
Proximité au nez       
(Laboratoire France) A B A A A 0,008
Proximité en bouche 
(Laboratoire France) A B A AB A 0,012
 
 
 
Le Tableau 6.12 montre que dans le cas des tests conduits en France, en ce qui 
concerne les lots produits lors de l’essai de juillet 07, seul le témoin Acide A apparaît 
significativement différent du Standard, au nez comme en bouche. 
 
Le lot Enzymatique 1 obtient un score intermédiaire, qui ne permet de le séparer 
ni du Standard, ni du groupe de moyennes significativement supérieures pour la 
proximité en bouche.  
 
Les groupes homogènes obtenus montrent une nouvelle fois que les lots 
enzymatiques sont plus homogènes entre eux que les lots acides.  
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Tableau 6.13. Résultats des tests de proximité réalisés au Mexique sur les lots de 
tequila produits au cours de l’essai de juillet 07. A, B, C, D, E, groupes homogènes.  
 
Standard 
juillet 2007 Acide A Acide B Enzymatique A Enzymatique B Probabilité ANOVA
Proximité au nez et en bouche 
(Laboratoire Mexique 1) A BCDE BCDE BCDE BCDE < 0,05
Proximité au nez et en bouche 
(Laboratoire Mexique 2) 0,1759NON SIGNIFICATIF
 
 
Le Tableau 6.13 montre que dans le cas des essais réalisés au Mexique, en ce 
qui concerne l’essai de juillet 07, dans le premier laboratoire, tous les lots produits ont 
été jugés significativement différents du Standard (pour la proximité au nez et en 
bouche).  
 
Les témoins acides et les essais enzymatiques n’ont, en revanche, pas pu être 
différenciés.  
 
En ce qui concerne le second laboratoire mexicain, les résultats obtenus n’ont 
permis de déceler aucune différence, ni entre les lots produits, ni entre les lots produits 
et le Standard.  
 
Ainsi, les résultats généraux obtenus et rassemblés dans les Tableaux 6.10 à 6.13 sont : 
 
- Aucune différence significative n’a été jugée entre les lots de tequila acide d’une 
part, et les lots de tequila enzymatique, d’autre part. 
 
- Les tequilas enzymatiques sont plus homogènes entre elles que les tequilas 
acides 
 
Remarque : sur certains résultats présentés, nous avons vu qu’il arrive que les 
lots produits aient été jugés significativement différents du Standard. Ceci n’est pas 
surprenant, car le lot Standard correspond à un pool de lots de production, stocké dans 
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une cuve extérieure qui sert de cuve « tampon » et amortit la variabilité des lots produits 
(voir Chapitre 2, partie IV.2.4).  
 
Afin de confirmer les résultats généraux obtenus, des tests triangulaires entre 
lots de tequilas ont ensuite été menés pour s’assurer qu’il n’y avait pas de différences 
significatives entre les lots de tequila enzymatique et acide, comme décrit dans la 
Chapitre 2 (Chapitre 2, partie IV.2.11). 
 
Les résultats des essais triangulaires sont donnés dans le Tableau 6.14.  
 
 
Tableau 6.14. Résultats des essais triangulaires réalisés entre les lots de tequila produits 
lors des essais d’avril 07 et juillet 07.  
 
Essai
vs
vs
vs
vs
vs
vs
vs
vs
Avril 07
Il n'existe pas de différence significative. En conséquence, 
les autres tests seront réalisés en ne gardant que le témoin 
Acide 1, pour limiter le nombre d'expériences. 
Acide 1 Enzymatique 1
Il n'y a pas de différence significative
Acide 1 Acide 2
Juillet 07
Acide A Enzymatique A
Il n'y a pas de différence significativeAcide A Enzymatique B
Acide A
Acide B
Standard juillet 07
Acide A
ConclusionLots de tequila analysés
Il n'existe pas de différence significative. En conséquence, 
les autres tests seront réalisés en ne gardant que le témoin 
Acide A, pour limiter le nombre d'expériences. 
Acide 1 Enzymatique 2
Acide 1 Standard avril 07
 
 
 
Comme le montre le tableau, pour les deux séries d’essais triangulaires (avril et 
juillet 07), la même procédure a été suivie, et les mêmes résultats ont été obtenus.  
 
Ainsi, pour chacun des essais, les lots témoins ont d’abord été comparés entre 
eux. Dans les deux cas (Acide 1 contre 2, et Acide A contre B), aucune différence 
significative n’a été observée. Ainsi, afin de diminuer le nombre d’expériences, un seul 
témoin acide a été gardé pour être comparé avec les 2 lots enzymatiques et le standard 
du moment. Pour les deux essais, les résultats obtenus montrent qu’aucune différence 
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significative n’est observée entre le témoin acide et les 2 lots enzymatiques, ainsi 
qu’entre le témoin acide et le standard du moment.  
 
En résumé : il n’existe aucune différence significative entre les lots acides et les 
lots enzymatiques. Le remplacement du traitement appliqué sur le miel de cuisson 
n’influe pas sur les qualités organoleptiques du produit fini.  
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Conclusion  
 
Dans ce chapitre, 2 essais d’utilisation de la Préparation X à la distillerie 
d’Arandas dans les conditions optimisées en laboratoire (voir Chapitre 5) sont décrits. 
Les résultats obtenus montrent que les objectifs d’hydrolyse requis ont été atteints dans 
tous les cas en conditions industrielles, et que le changement d’échelle a eu lieu sans 
problème apparent. 
 
Le déroulement des fermentations réalisées avec les miels hydrolysés 
enzymatiquement ainsi que les fermentations témoins a ensuite été étudié. Les tests 
statistiques réalisés sur différents paramètres clés de fermentation (vitesse initiale, 
rendement, et composition en volatils du moût fermenté) montrent, dans leur globalité, 
qu’il n’existe pas de différences significatives sur ces paramètres que le moût ait été 
formulé avec des miels traités à l’acide ou enzymatiquement, ou que s’il existe une 
différence, l’effet du traitement est systématiquement moins important que celui de 
l’époque de l’essai. En d’autres termes, le changement de traitement est imperceptible 
compte tenu de la variabilité intrinsèque du procédé actuel.  
 
Concernant les lots de tequila produits, de la même façon, les analyses 
chromatographiques et évaluations sensorielles réalisées montrent qu’il n’existe aucune 
différence entre les lots de tequila acide et enzymatique. En outre, une meilleure 
homogénéité des lots enzymatiques a pu être observée.    
 
La substitution du traitement acide par le traitement enzymatique est donc 
possible immédiatement, sous réserve d’un suivi attentif des différents paramètres du  
procédé dans les premiers temps.  
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Évaluation de préparations 
enzymatiques susceptibles de faciliter 
l’étape de pressage de l’agave 
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Introduction  
 
 Dans le procédé traditionnel d’élaboration de la tequila, les piñas, après cuisson, 
sont déchiquetées à l’aide d’une desgaradora, puis pressées par une série de broyeurs à 
rouleaux cannelés (voir Chapitre 1, partie IV.3), avec aspersion d’eau entre chaque 
élément pour favoriser l’extraction des sucres par diffusion. Les piñas présentant une 
matrice ligno-cellulosique très fibreuse, quatre à cinq étages successifs de pressage sont 
nécessaires, et l’extraction n’est jamais complète. Dans ce chapitre, nous avons 
sélectionné et étudié différentes préparations commerciales d’enzymes de dégradation 
de la paroi végétale (cellulases, hémicellulases et pectinases), et évalué leur possibilité 
d’utilisation à la distillerie d’Arandas, pour faciliter l’étape de pressage, et 
éventuellement récupérer d’autres sucres fermentescibles, provenant de la dégradation 
de la paroi végétale.   
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I. Recherche et sélection de préparations commerciales 
 
 Comme décrit dans la partie V du Chapitre 2, une recherche auprès des 
principaux fournisseurs d’enzymes à vocation industrielle a été réalisée afin de 
sélectionner des préparations enzymatiques commerciales susceptibles d’avoir un effet 
bénéfique sur l’amélioration de la pressabilité de l’agave. Les préparations 
sélectionnées dans ce travail à la suite de cette recherche contiennent principalement 
des cellulases et/ou hémicellulases et/ou pectinases et sont utilisées principalement dans 
l’industrie des jus de fruits pour améliorer les rendements d’extraction et de filtration, 
réduire la viscosité ou clarifier les jus. Une liste de ces préparations est donnée dans le 
Tableau 2.4 (voir Chapitre 2, partie V.1).  
 
 
II. Dosage des activités cellulase, hémicellulase, et pectinase de chacune 
des préparations sélectionnées 
 
 
Afin de pouvoir comparer les différentes préparations sélectionnées, nous avons 
mesuré leur activité sur carboxyméthyl-cellulose, xylane de  bois de hêtre, et pectine 
d’agrumes, dans des conditions standardisées, comme décrit dans la partie V.2 du 
Chapitre 2. Ces substrats ont été choisis pour évaluer les activités « cellulase », 
« hémicellulase », et « pectinase », respectivement. Elles ont été mesurées à 40 °C et pH 
4,5. Cette température et ce pH correspondent en effet à la température de l’eau de 
lavage de l’agave cuit utilisée pendant l’étape de pressage à la distillerie, et au pH 
moyen du jus de presse, et sont compatibles avec les zones de fonctionnement optimal  
de chacune des préparations, d’après les données des fournisseurs.   
 
Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 7.1.  
 
 
 
 
Chapitre 7 : Évaluation de différentes préparations enzymatiques susceptibles 
de faciliter l’étape de pressage de l’agave  
 
 191 
Tableau 7.1. Activités « cellulase », « hémicellulase », et « pectinase » des différentes 
préparations enzymatiques sélectionnées dans cette étude. nd : non détectée. 
 
Préparation Activité "cellulase" (U/ml)
Activité "hémicellulase" 
(U/ml)
Activité "pectinase" 
(U/ml)
Ultrazym® AFP L 199.4 221 143.2
Viscozyme® L 155.4 37.7 160.7
Shearzyme® 2X nd 2235.6 13.8
Celluclast® 1.5 L FG 479.5 394 16.1
Pectinex® Ultra SP-L 80.8 44.2 129.7
Cellubrix® L 356.5 411.2 9.5
Zymapect® PR 94.1 139.6 125.6
Macerex® PM 91.5 243.6 116.3
Rapidase® UF 81.3 1290.8 117
Rapidase® TF 285.9 669.4 135
Rapidase® Adex P 44.0 287.8 135.7
Filtrase® NLC 321.9 537.4 16.4
 
 
  
 Les résultats obtenus montrent que ces préparations enzymatiques commerciales, 
bien qu’ayant des applications similaires, ont des compositions très variées. Ceci n’est 
pas sans avantages dans la mesure où la diversité de ces préparations laisse un large 
éventail de choix.  
 
 La Figure 7.1 est une représentation des activités mesurées (exprimées en 
pourcentage relatif, 100 % étant affecté à la préparation ayant l’activité la plus 
importante pour un type d’activité donné) dans les différentes préparations. Elle vise à 
mettre en avant les particularités des différentes préparations.    
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Figure 7.1. Activités enzymatiques contenues dans les préparations sélectionnées pour 
cette étude. Les activités enzymatiques sont exprimées en pourcentage de la valeur 
maximale observée pour un type d’activité donné.  
 
  
Comme le montre la figure, la plupart des préparations présentent 
majoritairement l’activité « pectinase ».  On trouve ensuite des préparations de type 
« cellulase ». Seule une des préparations sélectionnées est majoritairement de type 
« hémicellulase ».  Ces résultats seront intéressants pour la suite, dans la mesure où ils 
pourront éventuellement permettre de comprendre pourquoi une préparation fonctionne 
mieux qu’une autre pour améliorer la pressabilité de l’agave cuit. 
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III. Évaluation de l’effet des  différentes préparations sur l’agave cuit 
 
Afin de faire une première sélection de ces préparations enzymatiques, nous 
avons dosé leur activité sur l’agave cuit, en suivant le protocole décrit dans la partie V 
du Chapitre 2. Les quantités de sucres réducteurs et de fructose dosées dans le jus extrait 
après traitement de l’agave cuit par ces différentes préparations sont représentées sur les 
Figures 7.2 et 7.3, respectivement.  
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Figure 7.2. Concentration en sucres réducteurs dans le jus exprimé de l’agave cuit après 
traitement avec différentes préparations enzymatiques. T1 : témoin sans enzyme ni 
tampon ; T2 : témoin sans enzyme. A : Ultrazym AFP L ; B : Shearzyme 2X ; C : 
Viscozyme L ; D : Pectinex Ultra SP-L ; E : Celluclast 1.5 L FG ; F : Cellubrix L ; G : 
Zymapect PR ; H : Macerex PM ; I : Rapidase Adex P ; J : Rapidase UF ; K : Rapidase 
TF ; L : Filtrase NLC.  
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Figure 7.3. Concentration en fructose dans le jus exprimé de l’agave cuit après 
traitement avec différentes préparations enzymatiques. T1 : témoin sans enzyme ni 
tampon ; T2 : témoin sans enzyme. A : Ultrazym AFP L ; B : Shearzyme 2X ; C : 
Viscozyme L ; D : Pectinex Ultra SP-L ; E : Celluclast 1.5 L FG ; F : Cellubrix L ; G : 
Zymapect PR ; H : Macerex PM ; I : Rapidase Adex P ; J : Rapidase UF ; K : Rapidase 
TF ; L : Filtrase NLC.  
 
 Ces figures amènent à deux constats :  
 
-  Toutes les préparations ont permis d’obtenir à partir de la même quantité d’agave 
cuit, un jus de presse plus concentré en sucres réducteurs, et particulièrement en 
fructose, par rapport au témoin sans tampon ni enzyme (mimant le type de pressage 
réalisé à la distillerie), et par rapport au témoin avec tampon sans enzyme.  
 
-  Le gain en sucres réducteurs et fructose est plus influencé par le temps d’immersion 
de l’agave avant pressage (témoin 2 : immersion 3 h dans du tampon avant pressage, 
témoin 1 : immersion juste avant pressage), que l’action propre des préparations 
enzymatiques. 
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 En effet, l’analyse des figures montre que le gain en sucres réducteurs peut 
aller, après traitement avec certaines préparations, jusqu’à plus de 40 % et que le gain 
en fructose peut aller jusqu’à plus de 30 % par rapport au témoin sans tampon, alors que 
le seul effet de l’immersion en tampon permet un gain de plus de 25 % en sucres 
réducteurs et un gain en fructose d’environ 20 % dans le jus de presse exprimé.  
 
 Il est important de noter les faiblesses du protocole mis au point ici :  
 
Tout d’abord, il est difficile de tester l’effet mécanique des préparations 
enzymatiques sur des petits volumes. De plus, les paramètres mesurés (quantité de 
sucres réducteurs et fructose obtenues dans le jus de presse) ne représentent 
qu’indirectement l’amélioration de la pressabilité de l’agave. En effet, le paramètre le 
plus révélateur pour quantifier l’amélioration de la pressabilité, est la mesure du 
pourcentage de matière sèche de la bagasse obtenue. Nous l’avons mesuré lors de nos 
expériences. Malheureusement, le protocole suivi (pressage à l’aide d’une seringue) n’a 
pas permis d’obtenir de résultats suffisamment cohérents, à cause de l’impossibilité 
d’appliquer systématiquement la même force. Enfin, le système de pressage utilisé ici 
ne permet pas de rendre compte de la perte de propriétés mécaniques de l’agave cuit. 
Or, ce paramètre peut influencer de façon importante la pressabilité. En effet, certaines 
préparations peuvent conduire à une perte trop importante des propriétés mécaniques de 
l’agave, le rendant plus difficile à presser.  
  
 Les résultats obtenus montrent cependant qu’il est possible de faciliter l’étape de 
pressage par l’utilisation d’enzymes, et ouvre des perspectives intéressantes à ce travail. 
Une étude de l’effet de ces préparations sur la pressabilité de l’agave peut être envisagée 
en utilisant un broyeur à rouleau miniature, permettant de reproduire exactement le type 
de pressage utilisé à la distillerie. Cette étude nécessiterait de travailler sur de plus 
grands échantillons d’agave, et permettrait sans équivoque d’appliquer 
systématiquement la même pression sur ceux-ci. Une mesure du pourcentage de matière 
sèche de la bagasse après pressage dans ce système permettrait ainsi d’apprécier 
réellement l’amélioration ou la perte de la pressabilité de l’agave en fonction de la 
préparation utilisée.   
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Conclusion 
 
 Dans ce chapitre, nous avons procédé à une première sélection de préparations 
enzymatiques commerciales susceptibles d’avoir un effet bénéfique sur l’amélioration 
du rendement de l’étape de pressage de l’agave cuit. Les activités « cellulase », 
« hémicellulase », et « pectinase » de ces préparations ont été mesurées dans des 
conditions similaires à celles du procédé actuel de la distillerie d’Arandas. Le test de ces 
préparations sur des échantillons d’agave cuit a montré qu’elles permettaient toutes un 
gain important en sucres réducteurs, et particulièrement en fructose dans le jus de 
presse. Les résultats obtenus montrent également que l’immersion de l’agave avant la 
presse permet un gain important en sucres dans le jus. Le protocole utilisé ici ne permet 
pas, cependant, de réellement distinguer de préparations meilleures que d’autres, à 
cause, notamment, des petits volumes traités. De plus, il ne permet pas de rendre 
compte réellement de l’amélioration de la pressabilité de l’agave, ni de suivre ses 
propriétés mécaniques. Une étude sur des volumes plus grands, avec ou sans immersion, 
et à l’aide d’un broyeur à rouleau miniature est maintenant nécessaire.   
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
CONCLUSION GÉNÉRALE ET 
PERSPECTIVES
  
Conclusion générale et perspectives  
 
 197 
  L’objectif général de ce travail était l’amélioration du procédé d’élaboration de 
la tequila par l’utilisation d’enzymes. De façon plus spécifique, les objectifs étaient :   
 
- La substitution de l’hydrolyse acide du jus de cuisson de l’agave par une 
hydrolyse enzymatique  
 
- La validation à l’échelle industrielle de ce changement (en tenant compte de la 
faisabilité industrielle, de l’influence éventuelle sur les qualités analytiques et 
organoleptiques du produit fini, et de l’aspect économique) 
 
- L’évaluation de l’utilisation d’enzymes de dégradation de la paroi végétale pour 
faciliter l’étape de pressage de l’agave 
 
Pour initier ce travail, nous avons d’abord vérifié la validité des techniques de 
dosage des sucres utilisées dans l’industrie de la tequila, et en particulier à la distillerie 
associée à ce travail. En effet, cette partie de l’étude était un pré-requis nécessaire pour 
poser des bases de travail solide, et savoir le niveau de confiance que l’on pouvait 
accorder aux données fournies par la distillerie. Elle avait de plus pour but de valider ou 
contredire de nombreuses affirmations faites dans le secteur de la tequila, et répondre 
avec des résultats à l’appui aux questions suivantes : les techniques imposées par la 
norme pour la détermination des teneurs en sucres sont-elles adaptées ? L’agave est-il 
réellement moins riche en sucres en saison des pluies ? 
 
Les résultats obtenus dans la première partie de ce travail ont ainsi permis de 
faire la part du mythe et de la réalité sur ce qu’il est coutume d’affirmer. Nous avons 
montré que les techniques de dosage étaient bien adaptées, ou encore qu’il était faux 
d’affirmer que l’agave était moins riche en sucres en saison des pluies. Les bilans sur les 
sucres réalisés en routine à la distillerie ont été validés, ce qui a permis de construire des 
bases de travail fiables.  
 
Lors de campagnes d’échantillonnage, le jus (appelé « miel de cuisson ») 
s’écoulant des fours de la distillerie tout au long de l’étape de cuisson a été récupéré, 
puis analysé.  Ainsi, nous avons montré que le degré d’hydrolyse des frutanes contenus 
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dans le miel augmentait progressivement et atteignait 98 % dans le miel sortant en fin 
de cuisson. Cependant, l’essentiel du miel sortant avant d’avoir subi la totalité du 
traitement thermique, nous avons montré, à l’aide d’un échantillonage supplémentaire, 
que dans le miel réellement récupéré (et prêt à subir le traitement acide supplémentaire 
dans le procédé actuel), le pourcentage d’hydrolyse des fructanes variait entre 32,9 % et 
83,3 %, et dépassait à peine 50 % en moyenne. Nous avons montré que la perte en 
sucres fermentescibles due à l’hydrolyse incomplète des fructanes lors de la cuisson 
correspondait, en moyenne, à une perte de 7 % en éthanol par rapport à l’éthanol total 
produit par la distillerie, ce qui justifie le traitement acide supplémentaire appliqué 
actuellement afin de rendre tous les sucres disponibles.   
 
Pour l’optimisation de l’hydrolyse enzymatique du miel de cuisson, l’échantillon 
le moins hydrolysé (32,9 % d’hydrolyse) a été sélectionné. Pour commencer, un lot de 
sucres solubles dans l’eau (SSE) d’agave bleu a été préparé au laboratoire et rapidement 
caractérisé. Les résultats ont monté que ce lot était constitué à plus de 90 % de fructanes 
(DP  3) et d’une faible proportion de fructose, glucose, et diosides libres, et ont 
confirmé la nature complexe des fructanes d’agave bleu, rapportés dans la littérature 
comme un mélange de polymères hautement ramifiés contenant des liaisons (2-1) et 
(2-6) entre unités fructose. Trois  préparations commerciales de fructanases ont alors 
été testées sur ce lot : une préparation d’endo et exo-inulinases (X), une préparation 
d’endo-inulinase (Y), et une préparation d’invertase (Z). Les résultats obtenus ont 
montré que la Préparation X permettait une hydrolyse totale du lot préparé, alors que la 
préparation d’invertase ne permettait qu’une hydrolyse partielle (21 %) et que la 
préparation d’endo-inulinase n’avait aucun effet. Ces résultats ont suggéré que la 
présence de l’activité exo-inulinase était la plus importante pour permettre une 
hydrolyse efficace des fructanes d’agave bleu, et que l’endo-inulinase, qui hydrolyse les 
liaisons (2-1) entre unités fructose, ne pouvait pas reconnaître (ou accéder à) son 
substrat à cause des ramifications des fructanes d’agave bleu.  
 
La Préparation X a donc été sélectionnée pour poursuivre cette étude, et sa 
cinétique d’action sur inuline (substrat pour lequel elle est vendue, ne contenant que des 
liaisons (2-1) entre unités fructose) et sur SSE d’agave bleu a alors été étudiée. Les 
résultats obtenus ont montré que, comme sur inuline, la zone optimale de température 
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d’action de la préparation sur SSE d’agave bleu était comprise entre 55 et 65 °C, et celle 
de pH entre pH 4,0 et 5,0. Il a donc été décidé de réaliser l’optimisation de l’hydrolyse 
du miel de cuisson à 60 °C, et sans ajuster le pH du miel, celui-ci étant opportunément 
de 4,5 en moyenne, et donc compatible avec la zone de pH optimal d’action de la 
préparation.  
 
L’application de la Préparation X sur le miel de cuisson sélectionné pour 
l’optimisation a ainsi montré qu’elle permettait une hydrolyse d’environ 93 % dans ces 
conditions de pH et de température. En testant différentes concentrations d’enzyme, 
nous avons déterminé la quantité de préparation à ajouter pour obtenir un minimum de 
90 % d’hydrolyse du miel en un temps voulu, en accord avec les objectifs voulus par les 
industriels associés à ce travail.  
 
Toujours en accord avec les industriels, un temps de 12 h pour le traitement, 
compatible avec les contraintes opérationnelles de la distillerie, a été retenu. D’après les 
résultats de nos expériences, il a été conclu qu’une quantité de 0,02 % (V/V) devait être 
ajoutée au miel pour atteindre l’objectif de 90 % d’hydrolyse minimum en 12 h de 
traitement. Il a alors été vérifié qu’à cette concentration, le coût de l’hydrolyse ne 
pouvait pas être réduit par complémentation de la préparation avec de l’invertase ou par 
réalisation d’un pré-traitement du miel avec de l’invertase. La stabilité thermique de la 
préparation a également été étudiée à cette concentration, et les résultats obtenus ont 
confirmé qu’il était plus intéressant de travailler à 60 °C, et que les quantités 
déterminées en laboratoire pour atteindre l’objectif constituaient un optimum. Sous 
réserve d’une validation industrielle, il a été conclu que la quantité de préparation à 
ajouter pour atteindre l’objectif voulu par les industriels n’engendrerait pas de coûts 
additionnels de production significatifs. 
 
 Deux essais industriels de l’utilisation de la Préparation X dans les conditions 
optimisées en laboratoire ont alors été réalisés. Ces essais ont donné lieu à l’élaboration 
de 8 lots d’environ 10 000 l de tequila blanco à 60 % TAV chacun (la moitié par le 
procédé actuel, l’autre moitié par le procédé modifié), soit un équivalent 
d’approximativement 170 000 bouteilles de tequila au degré commercial, ou encore 14 
000 caisses. Les résultats obtenus montrent que les objectifs d’hydrolyse requis ont été 
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atteints, et que le changement d’échelle a eu lieu sans problème apparent. Le 
déroulement des fermentations réalisées avec les miels hydrolysés enzymatiquement 
ainsi que les fermentations réalisées avec des miels témoins (traités à l’acide) a été 
étudié. Des tests statistiques réalisés sur différents paramètres clés de fermentation 
(vitesse initiale, rendement, et composition en volatils du moût fermenté) ont montré 
qu’il n’existait pas de différences significatives sur ces paramètres, que le moût ait été 
formulé avec des miels traités à l’acide ou enzymatiquement, ou que s’il existait une 
différence, l’effet du traitement était systématiquement moins important que celui de 
l’époque de l’essai, ou, autrement dit, que la variation introduite par le changement de 
traitement était inférieure à la variabilité intrinsèque du procédé actuel.  
 
Les analyses chromatographiques et évaluations sensorielles réalisées sur les lots 
de tequila produits lors des essais ont montré qu’il n’existait aucune différence entre les 
lots de tequila « acide » et « enzymatique », et que, en outre, les tequilas produites 
enzymatiquement étaient plus homogènes.   
 
Les conditions de substitution du traitement acide par une hydrolyse 
enzymatique ont donc, après avoir été optimisées, été validées au niveau industriel, tant 
d’un point de vue pratique, que sur les qualités analytiques et organoleptiques du 
produit fini et d’un point de vue économique. Cette substitution du traitement acide par 
un traitement enzymatique ne demande donc qu’à être appliquée, et est possible 
immédiatement, sous réserve d’un suivi attentif des paramètres de process les premiers 
temps. 
 
Dans le dernier chapitre de cette étude, nous avons évalué la possibilité 
d’utilisation d’enzymes de dégradation de la paroi végétale pour faciliter l’étape de 
pressage de l’agave. Ainsi, 12 préparations commerciales ont été sélectionnées et testées 
sur des échantillons d’agave cuit. Les résultats obtenus ont montré qu’elles permettaient 
toutes un gain important en sucres réducteurs, et particulièrement en fructose, dans le 
jus de presse. Ils ont également montré que l’immersion de l’agave avant la presse, sans 
traitement enzymatique, permettait à lui seul un gain important en sucres dans le jus. Le 
protocole utilisé, cependant, n’a pas permis de réellement sélectionner de préparations 
meilleures que d’autres, ni de rendre compte réellement de l’amélioration de la 
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pressabilité de l’agave par changement de ses propriétés mécaniques, en raison des 
petits volumes traités.  
 
Cette étude préliminaire sur l’amélioration de la pressabilité de l’agave cuit 
ouvre cependant des perspectives intéressantes, compte tenu des gains importants en 
sucres observés. Mais une étude complète, en travaillant sur des volumes plus grands, 
avec ou sans immersion, et à l’aide d’un broyeur à rouleau miniature est maintenant 
nécessaire. Une étude par plans d’expériences en travaillant avec des activités purifiées 
peut même être envisagée pour concevoir le cocktail « idéal » permettant de faciliter 
l’extraction du jus d’agave et pour réaliser une optimisation. Cette étude devra aller 
jusqu’au stade pilote, et il faudra suivre attentivement, comme nous l’avons fait ici, les 
paramètres de fermentation, ainsi que les qualités analytiques et organoleptiques du 
produit fini, d’autant plus que la probabilité d’influer sur le profil du produit fini avec 
l’utilisation d’enzymes de dégradation de la paroi végétale n’est pas négligeable, si, par 
exemple, on prend en compte que l’utilisation de telles enzymes, en plus de faciliter le 
pressage, libère des sucres fermentescibles supplémentaires pouvant dévier la 
fermentation, ou si l’action de pectinases libère du méthanol en trop grande quantité.  
 
Si le remplacement de l’hydrolyse acide du miel peut se faire sans 
investissement (simple substitution de l’acide), l’utilisation d’enzyme au niveau de 
l’étape de pressage nécessitera en revanche une modification du procédé, avec par 
exemple un investissement pour réduire la taille des cossettes et la mise en place d’un 
bac tampon avec un temps de séjour suffisant pour que les enzymes puissent agir avant 
pressage.  
 
Les objectifs proposés dans ce travail ont donc été atteints. Concernant 
l’amélioration de la pressabilité de l’agave, des perspectives intéressantes ont été 
ouvertes et des travaux additionnels sont maintenant nécessaires. Cette étude pourra 
s’insérer dans le cadre plus global de l’optimisation des différentes étapes du procédé 
d’élaboration utilisé dans cette distillerie. 
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ANNEXE 1 : MÉTHODE DE DOSAGE AU DNS 
 
Principe :  
 
L’acide dinitrosalycilique (DNS) est réduit par les glucides réducteurs, en milieu 
basique, pour former un complexe coloré  
 
Réactif : 
 
Pour 1 litre de réactif :  
- Placer 10 g de DNS dans une bouteille en verre brun  
- Dans un bécher, dissoudre 300 g de tartrate double (sodium et potassium) et 16 g de 
soude dans un litre d’eau distillée.  
- Une fois dissous, verser le contenu du bécher dans la bouteille contenant le DNS et 
agiter jusqu’à dissolution complète 
 
Domaines de validité : 
 
Dans cette étude, nous avons utilisé 2 méthodes de dosage au DNS, utilisant des 
volumes différents, et permettant de travailler dans des zones de validité différentes. La 
première (variante A) permet un dosage du pouvoir réducteur allant jusqu’à 9 g/l de 
glucose ou fructose. La seconde permet un dosage allant jusqu’à l’équivalent de 1,8 g/l 
ces mêmes sucres.  
 
Variante A : 
 
Étape 1 : Placer dans un tube à essai 100 l de solution à doser et 100 l de réactif 
Étape 2 : Placer dans un bain-marie à 100°C pendant 5 minutes 
Étape 3 : Refroidir rapidement dans la glace 
Étape 4 : Ajouter 1 ml d’eau distillée 
Étape 5 : Placer 120 l du milieu réactionnel dans le puits d’une microplaque et lire 
l’absorbance à 540 nm.  
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Variante B : 
 
Étape 1 : Placer dans un tube à essai 125 l de solution à doser et 125 l de réactif 
Étape 2 : Placer dans un bain-marie à 100°C pendant 5 minutes 
Étape 3 : Refroidir rapidement dans la glace 
Étape 4 : Ajouter 625 l d’eau distillée 
Étape 5 : Placer 250 l du milieu réactionnel dans le puits d’une microplaque et lire 
l’absorbance à 540 nm.  
  
Remarque : Dans les deux cas, la réaction d’ébullition avec le réactif peut être réalisée 
dans des microplaques de polypropylène, résistantes à la température, en plaçant la 
plaque dans un bain de vapeur à 100°C. La dilution avec l’eau peut alors se faire 
directement, par exemple dans le cas de la variante A, en récupérant 20 l du milieu 
réactionnel et en le plaçant dans une microplaque pour spectrophotomètre avec 100 l 
d’eau distillée. Réaliser la réaction en microplaque permet un gain de temps 
considérable avec l’emploi de pipettes multicanaux. 
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ANNEXE 2 : EXEMPLE DE QUESTIONNAIRE D’ÉVALUATION SENSORIELLE POUR LES TESTS DE PROXIMITÉ 
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ANNEXE 3 : EXEMPLE DE QUESTIONNAIRE D’ÉVALUATION SENSORIELLE POUR LES ESSAIS TRIANGULAIRES 
 
Prueba Triangular Nombre del Juez:
Buenos días (tardes): 
A continuación te presentamos una seríe de tres muestras, donde dos son iguales y una es diferente.
Por favor prueba las muestras siguiendo el orden de la flecha y considerando la técnica de degustación de iniciar 
con el sentido de la vista, luego el olfato y finalmente el gusto. Encierra en un círculo o tacha la muestra diferente.
154 363 174
Comentarios: ______________________________________________________________
          ______________________________________________________________
Gracias por tu colaboración!
EVALUACIÓN SENSORIAL
FDNP-029G / REV.1
Casa Pedro Domecq
Gerencia de Investigación, Servicios Análiticos y Desarrollo de Productos
Laboratorio de Calidad Arandas
PRUEBA DE CATADO TRIANGULAR
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